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APRESENTACAO

O presente trabalho, intitulado “Avaliacdo da neurotoxicidade por teste de
atividade locomotora espontanea e Rota-rod em camundongos tratados com
associacdo de p-sinefrina, efedrina, cafeina e salicina.”, refere-se ao trabalho de
conclusao de curso em Farméacia (UFRGS) da aluna Andréia Louise Lorensi

Teve como fundamento o uso crescente e indiscriminado de produtos a base de
p-sinefrina, apds a proibicdo da efedrina pela FDA, associado a outras substancias,
como cafeina, salicina e a prépria efedrina objetivando o emagrecimento, somando-se a
isso a escassez de dados sobre um possivel sinergismo farmacolégico e
potencializacdo dos efeitos toxicos produzidos com a mistura.

Foi orientado pela Prof. Dr2. Mirna Bainy Leal e co-orientado pela Msc. Gabriela
Cristina Schmitt, tendo como colaboradores as Professoras Dr2. Eliane Dallegrave e Dr2.
Renata Pereira Limberger, bem como do Msc. Marcelo Dutra Arbo e da mestranda Erica
Maciel.

Depois de submetido a banca, este trabalho sera encaminhado para publicacao

na Revista Brasileira de Toxicologia.
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RESUMO

Suplementos alimentares e compostos emagrecedores a base de extratos
vegetais tém seu uso muito difundido e indiscriminado, principalmente pela
diversidade de produtos disponiveis e facilidade de acesso aos mesmos. A
associacdo de p-sinefrina, efedrina, cafeina e salicina € bastante comum nessas
formulagbes, porém estudos sobre o sinergismo farmacologico e toxicolégico dessa
associacdo ainda sao praticamente inexistentes. Este trabalho teve por objetivo
avaliar a neurotoxicidade induzida em camundongos pela associacédo de padrdes de
p-sinefrina, efedrina, salicina e cafeina através dos testes de Rota-rod e atividade
locomotora espontanea. O teste de Rota-rod mostrou uma diferenca significativa (p<
0,05) do grupo 400mg/kg em relacdo ao controle e o grupo de 300mg/kg. Os
resultados obtidos para atividade locomotora espontdnea mostram que houve
diferenca significativa (p<0,01) entre o grupo p-sinefrina 30 mg/kg (148,6£17,5) em
relacdo aos grupos tratados com a mistura de 300mg/kg (68,3+13,3), 350mg/kg
(66,419,1), 400mg/kg (59,4+10,8) e 500mg/kg (48,9+7,5); todos os grupos foram
significativamente (p<0,01) diferentes do controle (241+25,8). Esses dados nos
mostram que essa associacdo produz sinais de neurotoxicidade e alteracdes na

atividade locomotora em camundongos, indicando um possivel sinergismo de efeitos



sobre o sistema adrenérgico. Os resultados desse trabalho servem de alerta e
estimulam a continuidade das pesquisas sobre os riscos dessa associacao.
Palavras chave: p-sinefrina, efedrina, cafeina, salicina, rota-rod e atividade

locomotora espontanea.

ABSTRACT

Dietary supplements and weight-loss compounds based on plant extracts
have their widespread and indiscriminate use, mainly for the diversity of products and
the easily access of them. The association of p-synephrine, ephedrine, caffeine and
salicin is very frequently in these products, but researches about the pharmacological
and toxicological synergism of this association is practically absent. The aim of this
study was evaluate the neurotoxicity induced in mice by the association of p-
synephrine, ephedrine, caffeine and salicin by Rota-rot test and spontaneous
locomotor activity. The Rota-rod test showed a significative difference (p<0,05) in
400mg/kg compared to control and 300mg/kg groups. The locomotor activity was
significantly reduced (p<0,01) after administration of 300mg/kg (68,3+13,3), 350
mg/kg (66,4+9,1), 400 mg/kg (59,4+10,8) and 500 mg/kg (48,9£7,5) in comparison
with the group treated with only p-synephrine 30 mg/kg (148,6+17,5). All groups were
different (p<0,01) from the control (241+25,8). The results showed that the
association produces signs of neurotoxicity and changes in locomotor activity in
mice, indicating a possible synergistic effect on adrenergic system. The findings
serve to alert and indicate the need of further investigations about the risks of this
combination.
Key words: p-synephrine, ephedrine, caffeine, salicin, rota-rod, spontaneous

locomotor activity



INTRODUCAO

A obesidade é reconhecida como um problema social e vem se tornando
foco da atencdo das autoridades publicas e instituicbes de saude por estar
associada com riscos graves para a saude, como hipertensdo e diabetes, aumento
da morbidade e da mortalidade. (1) Estima-se que, no mundo, ocorra um aumento
anual de 33% de individuos obesos. (2) No Brasil, cerca de 38,8 milhdes de
individuos estéo acima do peso, o que corresponde a 40,6% da populacédo adulta do
pais. (3) Associada a esta realidade, esta o culto social a magreza, que leva a
populacdo a uma busca desenfreada por formulas milagrosas para emagrecer.

Com a idéia de que o “natural ndo faz mal”’, os suplementos alimentares e
compostos emagrecedores a base de extratos vegetais sdo 0s mais procurados pela
populacdo que busca o corpo perfeito. (4) Esses produtos tém seu uso muito
difundido e indiscriminado, principalmente pela diversidade disponivel e facilidade de
acesso aos mesmos. Dentre os produtos que tiveram seu uso mais difundido estado
aqueles a base de efedrina (Ephedra sp.). (5)

A efedrina, um alcal6ide natural de plantas pertencentes ao género Ephedra,
faz parte de um grupo de aminas simpatomiméticas de acdo estimulante central e
periférica, denominados compostos anfetaminicos. Estes compostos atuam na
liberacdo de noradrenalina (NA) a partir de terminais nervosos, que através da agao
nos receptores adrenérgicos provoca estimulacdo do sistema cardiovascular. (6)

Em abril de 2004, a Food and Drug Administration (FDA) proibiu o uso de
alcaléides da Ephedra em suplementos emagrecedores nos EUA (7-9) devido a
associacdo do seu uso com problemas cardiovasculares e psiquiatricos. (10-12)

No Brasil, as formulacdes a base de efedra/efedrina ndo séo proibidas, mas

tém sua venda regulamentada pela Portaria 344/1998 — Lista D1 de substancias



precursoras. (13) A legislacao brasileira considera a efedrina, assim como seus sais
isbmeros, substancias sujeitas a controle especial.

Para contornar essa proibicéo, a industria de suplementos e emagrecedores
lancou os produtos chamados “ephedra-free”, que utilizam p-sinefrina ou extrato de
Citrus aurantium L. (Ca), fonte natural de p-sinefrina, em sua composi¢cdo. A p-
sinefrina € um analogo estrutural da efedrina (Figura 1), que manteria o efeito
lipolitico, porém sem os efeitos adversos cardiovasculares (8) e no Sistema Nervoso
Central (SNC) ja que a p-sinefrina é menos lipofilica do que a efedrina, dificultando

sua passagem pela barreira hemato-encefalica. (14)
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Figura 1: Estruturas quimicas da p-sinefrina (a) e efedrina (b).

O uso da p-sinefrina, ou dos extratos de Ca, como emagrecedor esta
baseado numa suposta acdo termogénica originada pela estimulacdo especifica de
receptores Bs-adrenérgicos, que sdo encontrados principalmente em adipdécitos e no
figado. (15) Esses receptores podem ser responsaveis pelos efeitos lipoliticos e
termogénicos (16), o que ocasionaria um aumento na taxa metabdlica e na
temperatura corporal a nivel central, levando a aceleragéo do gasto caldrico (17-18)
e influenciando na oxidacéo de gordura. (19) Contudo, ainda ndo existem evidéncias

cientificas concretas a respeito da eficicia da p-sinefrina na perda de peso. (7,12)



Os extratos comerciais de Ca tém sido padronizados com propor¢des que
variam de 4 a 6% de p-sinefrina, porém ha relatos de casos extremos onde o teor
pode chegar a 95%. (20) Estes extratos “enriquecidos” em termos de p-sinefrina séo
muito utilizados em suplementos comerciais (21) e podem estar associados aos
possiveis efeitos no aumento da pressao arterial, devido a estimulacdo adrenérgica,
acarretando em alteracdes no sistema cardiovascular. (12)

A composicdo dos suplementos alimentares e compostos emagrecedores
que contém Ca € bem variavel e complexa, podendo estar associada a minerais,
vitaminas e extratos de plantas diversas. Dentre os extratos mais encontrados estéo
agueles contendo cafeina (por exemplo, Paullinia cupana, Cola acuminata),
alcaléides da efedra (Ephedra sinica) e salicina (Salix alba). Estes produtos, como
por exemplo, Deep Peel®, Hydroxislin®, Metabatrol® e Superdrine® RX-10 (22), sdo
facilmente encontrados no mercado informal, sendo possivel adquiri-los em
academias, lojas especializadas, farmécias, drogarias e também pela Internet.

E possivel encontrar relatos na literatura que associam a utilizagcdo de p-
sinefrina e/ou extratos enriquecidos de Ca com a ocorréncia de alteracdes
cardiacas, convulsdes, hipertensdo, tonturas, insonia, dentre outros. (12,23)
Entretanto, sdo poucos os relatos de reacdes adversas relacionadas a utilizacao de
produtos contendo exclusivamente extrato de Ca. (11,12) A maioria dos relatos
encontrados acerca de incidentes envolvendo suplementos alimentares e compostos
emagrecedores com p-sinefrina e efedrina traz formulacdes contendo véarias
substéancias associadas a elas, incluindo extratos vegetais que contenham salicina e
cafeina, podendo haver uma potencializacdo de efeitos pelo sinergismo de agédo das
substancias, tanto em termos de atividade estimulante quanto em termos de

toxicidade. (5,24,25)



Assim, a efetividade e, sobretudo a seguranca dessa substituicdo ainda nao
€ conclusiva, especialmente quando da associacdo de p-sinefrina a substancias
como salicina, cafeina (5) e a propria efedrina, pois estudos sobre o sinergismo
farmacoldgico e toxicolégico dessa associacdo ainda séo praticamente inexistentes.

Como parte de um estudo toxicologico realizado pelo mesmo grupo de
pesquisa, este trabalho tem por objetivo avaliar a neurotoxicidade induzida em
camundongos pela associacdo de padroes de p-sinefrina, efedrina, salicina e

cafeina através dos testes de Rota-rod e atividade locomotora espontanea.

MATERIAL E METODOS

Padrdes

Foram utilizados padrdes de p-sinefrina (99%) da MP Biomedicals (Estados
Unidos), efedrina (99,5%) da Aldrich (Estados Unidos), salicina (99%) da Fluka
BioChemika (Suica) e cafeina da Merck (Alemanha) na proporcdo 10:4:6:80,

respectivamente.

Animais

Foram utilizados camundongos albinos, machos adultos, linhagem CF1, com
massa corporal entre 35-45 g (ragdo e agua "ad libitum™) provenientes da Fundacéo
Estadual de Producgédo e Pesquisa em Saude (FEPPS). Os animais foram alojados
em caixas de polietiieno de 47x34x18cm (5 animais por caixa), mantidos a
temperatura de 22°C, com umidade controlada, ciclo de 12h luz/escuro e foram
aclimatados no biotério setorial por pelo menos 15 dias.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica

em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Protocolo namero



2007982) e realizados em conformidade com as diretrizes atuais para o cuidado dos

animais de laboratorio. (26-28)

Rota Rod

A metodologia utilizada para o teste de Rota Rod foi a descrita por Bristow et
al. (1996) e Leal et al. (2000). (29-30)

Vinte e quatro horas antes do teste, grupos de sete animais foram
previamente selecionados por sua capacidade de permanecer por um periodo de
120s no aparelho do Rota-rod por no minimo duas vezes consecutivas em trés
tentativas.

Os animais selecionados foram tratados por gavagem oral com &agua
destilada ou padrbes de p-sinefrina, efedrina, salicina e cafeina associados, em
doses de 300mg/kg e 400mg/kg e colocados no aparelho Rota-rod (1 tentativa de no

maximo 60s) 30, 60, 90 e 120min apos a administracao.

Atividade Locomotora Espontanea

O método para a atividade locomotora espontanea foi adaptado de Creese
et al. (1976). (31)

Grupos de sete animais foram tratados por gavagem oral com &agua
destilada, p-sinefrina 30mg/kg ou associacdo de padrdoes de p-sinefrina, efedrina,
salicina e cafeina 300mg/kg, 350mg/kg, 400mg/kg e 500 mg/kg. Antes da
administracdo, os animais foram individualmente ambientados por 10 minutos nas
caixas de atividade locomotora espontanea (Albarsch Equipamentos Eletronicos), a
gual consiste em uma caixa de 45 x 25 x 20cm com quatro foto-células paralelas que

contam automaticamente o numero de cruzamentos do animal. Passados 30



minutos da administracdo, os camundongos foram colocados de volta na caixa de
atividade locomotora e o niumero de cruzamentos foi contado durante 15 minutos. O

teste foi realizado em uma sala escura e sem barulho.

Andlise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao da média.

Os dados para o teste de Rota-rod foram analisados por ANOVA de medidas
repetidas/ Bonferroni.

Os dados para a atividade locomotora espontanea foram analisados por

ANOVA/ Studant- Newman- Keuls.

RESULTADOS

No teste de Rota-rod (Figura 2) os resultados mostram que houve diferenca
significativa (p< 0,05) entre o grupo controle e o grupo 400mg/kg, e entre 0S grupos
de 300mg/kg e 400mg/kg da mistura. Nao houve diferenca entre os tempos em cada
tratamento.

Os resultados obtidos para atividade locomotora espontdnea estédo
apresentados na Figura 3. Como pode ser observado, o nimero de cruzamentos
dos grupos tratados com apenas p-sinefrina 30mg/kg (148,6+17,5) e com a mistura
de p-sinefrina, efedrina, salicina e cafeina 300mg/kg (68,3+13,3), 350mg/kg
(66,4+9,1), 400mg/kg (59,4+10,8) e 500mg/kg (48,9+7,5) foi significativamente
(p<0,01) menor em relacédo ao grupo controle (241+25,8). Aproximadamente duas
horas apdés a realizacdo do experimento todos os animais do grupo 500mg/kg
morreram apos convulsionarem. A necropsia feita nos animais revelou hemorragia

cardiopulmonar.
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Figura 2: Efeito da associacdo p-sinefrina, efedrina, cafeina e salicina
300mg/kg (M300) e 400mg/kg (M400), no desempenho em Rota-rod 30, 60, 90 e
120 min apos o tratamento. Dados representados por média * erro padrdo da média

(n=7). ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni (p<0,05).



Atividade Locomotora Espontanea
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Figura 3: Efeito da p-sinefrina e associacéo de sinefrina, efedrina, cafeina e

salicina 300mg/kg, 350mg/kg, 400mg/kg e 500mg/kg na atividade locomotora
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DISCUSSAO

A diversidade de produtos e a facilidade de acesso aos mesmos contribuem

para o abuso na utilizacdo de suplementos alimentares e complexos emagrecedores

a base de extratos vegetais.



A substituicdo dos alcaldides da efedra por seu anélogo estrutural, p-
sinefrina, apos a proibicdo do seu uso pela FDA, ainda € objeto de estudo sobre a
efetividade e a seguranca dessa substituicao.

Neste trabalho demonstrou-se que no teste de Rota-rod o tempo de laténcia
para queda do aparelho do grupo tratado com a mistura de p-sinefrina, efedrina,
cafeina e salicina na dose de 400mg/kg foi significativamente menor do que o tempo
do grupo tratado com a dose de 300mg/kg. Esse resultado corrobora com os
resultados encontrados em experimentos de toxicidade oral aguda realizados
previamente pelo nosso grupo de pesquisa. Nele foi demonstrado que os sinais de
toxicidade produzidos pela mistura na dose de 300mg/kg sdo menos intensos que 0s
produzidos com a dose de 400mg/kg (dados ainda néo publicados). Essa maior
toxicidade apresentada pela dose de 400mg/kg poderia justificar um aumento da
incoordenacdo motora apresentado por este grupo no teste de Rota-rod.

Também se demonstrou que quando administrada a mistura de p-sinefrina,
efedrina, cafeina e salicina tem-se uma reducao significativa da atividade motora dos
animais. Quando compara-se 0 grupo tratado somente com p-sinefrina com o0s
grupos tratados com a mistura, nota-se que ha uma reducdo significativa na
atividade locomotora dos animais. Esse efeito ja é evidente no grupo tratado com a
mistura na dose de 300mg/kg, onde a quantidade de p-sinefrina (30mg/kg) é igual a
do grupo tratado apenas com p-sinefrina. E possivel observar, nesse caso, que a
reducdo na atividade locomotora dos animais, indica que a presenca de outras
sustancias associadas a p-sinefrina podem causar um aumento na toxicidade.

Um estudo realizado por Arbo e colaboradores (2008) sobre a toxicidade
aguda oral da p-sinefrina (300mg/kg) e de extratos de Ca em camundongos,

indicaram uma baixa toxicidade da p-sinefrina. No entanto, alguns efeitos como



reducdo da atividade locomotora, exoftalmia, piloerecdo e salivacdo foram
observados. (32) Esses resultados demonstram que a p-sinefrina, ao contrario do
que se pensava, age em receptores a e [B-adrenérgicos, apresentando efeitos
adversos semelhantes aos da efedrina, tais como aumento da frequéncia e débito
cardiaco, vasoconstricdo, broncodilatacéo e estimulacdo do SNC. (12, 33)

Além disso, a efedrina, também presente nessas formulacdes, exerce sua
acado ativando os receptores a- e [3-adrenérgicos pela atividade agonista direta e
pela acdo indireta, através da liberacdo de NA via mecanismo de troca mediado por
transportador. (34) Através de sua ag¢do nos receptores [;-adrenérgicos, exerce um
efeito estimulante sobre o coracéo. Além disso, exerce um efeito vasoconstritor pela
acao sobre os receptores a;. Essa superestimulacdo dos receptores adrenérgicos €
responsavel pelos efeitos toéxicos causados pela efedrina no SNC, como cefaléia,
ansiedade, insbnia, agitacdo, psicose, e crises convulsivas. (35, 36)

Estudos realizados por Haller e colaboradores (2005) sugerem que 0s
efeitos cardiovasculares observados, apés a ingestdo de suplementos efedra-free,
seriam atribuidos a cafeina e outros estimulantes presentes nestas formulagdes.
(11) Isso porque a cafeina age como antagonista dos receptores de adenosina que
por sua vez promovem a inibicdo da liberacdo de NA. Entre os efeitos autonémicos
estimulantes da cafeina como antagonista da adenosina, observa-se a estimulacéo
cardiaca, aumento da pressao arterial por vasoconstricdo cerebral e reducédo da
mobilidade intestinal. (37)

A combinacdo de p-sinefrina e cafeina tem sido relacionada aos mesmos
efeitos adversos apresentados pela combinacdo de efedrina e cafeina, tais como
inducdo de arritmias cardiacas, hipertensdo, infarto e acidente vascular cerebral.

(23)



A acao dos salicilatos, por sua vez, provavelmente seja a de facilitar a
chegada da noradrenalina em seus receptores, neste caso 0S receptores
relacionados com a termogénese, atraves da inibicdo da sintese de prostaglandinas.
(22)

Como referido por Consoli et. al. e Stone et. al.,, a administracdo de altas
doses de agonistas adrenérgicos provocaria uma superestimulacdo desses
receptores dando origem aos efeitos toxicos observados, bem como a reducéo da
atividade locomotora. (38, 39)

Efeitos toxicos produzidos pela mistura puderam ser observados durante a
realizacdo do experimento principalmente no grupo de animais tratados com a
mistura de 500mg/kg. A morte de todos os animais do referido grupo foi observada
apos episodios convulsivos. Na necropsia foi observada hemorragia cardiopulmonar
0 que reforca a hipotese de uma potencializacdo dos efeitos adrenérgicos sobre o

sistema cardiovascular.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel verificar que a mistura de p-sinefrina, efedrina,
salicina e cafeina, nas doses e propor¢cdes testadas, produz sinais de
neurotoxicidade e alteragdes na atividade locomotora em camundongos. Esses
achados experimentais podem ser resultantes de um possivel sinergismo de efeitos
sobre o sistema adrenérgico, uma vez que todas as substancias em questdo podem
agir direta ou indiretamente no mesmo.

Considerando o grande numero de relatos na literatura acerca de acidentes
toxicolégicos envolvendo suplementos alimentares e complexos emagrecedores e 0

crescente incremento de produtos no mercado contendo a associacdo de p-



sinefrina, efedrina, salicina e cafeina, os resultados desse trabalho servem de alerta

e estimulam a continuidade das pesquisas que tangem essa problematica.
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