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RESUMO

A obesidade representa um grave problema de saude publica, aliada a
cultura social que impdem certos padrdes de beleza, associados a magreza,
levam a uma busca desenfreada por formulagbées “naturais” que apresentem
substancias emagrecedoras ou supostamente emagrecedoras. Neste ambito
podemos destacar a sinefrina, encontrada no extrato da casca do fruto do Citrus
aurantium L., que vem sendo amplamente utilizada para este propoésito. O risco
esta no fato de que na maioria das vezes estes compostos nao possuem nenhum
respaldo cientifico em relacdo a sua eficacia e seguranca. Estudos recentes
relatam a instabilidade da sinefrina quando exposta a luz ultravioleta, formando
produtos de degradacdo. Estudos toxicol6gicos comprovaram que a sinefrina
fotodegradada apresenta potencial citotoxico, provavelmente devido a presenca
dos produtos formados. A partir desta problemética o presente trabalho tem por
objetivo desenvolver método por LC-ESI-MS e estudo in silico para identificacéo
dos principais produtos de fotodegradacdo, bem como suas rotas de
degradacédo. Foi desenvolvido método por LC-ESI-MS seguindo os parametros
tais como: coluna Cis (250 x 4,6 mm, 5um), fase mével composta por metanol :
agua, na propor¢cdo 50:50, vazao de 0,4 mL/min, voltagem do capilar 2,5kV,
temperatura da fonte 110° C, temperatura de dessolvatacdo 250° C, fluxo de
nitrogénio na dessolvatacdo 900L/h, fluxo de nitrogénio no cone 90L/h e
espectro de analise entre 50-900m/z. O estudo in silico foi realizado conforme
metodologia computacional levando-se em consideracgado o célculo de abstracdo
dos atomos de hidrogénio da estrutura quimica da sinefrina na degradacédo
fotolitica. A analise das massas e os resultados do estudo in silico sugerem a
formacdo do produto 1metil-2,3-dihidro-1H-indole-3,6-diol, devido a maior
reatividade do grupo amino da cadeia lateral da molécula, com a formacéo do
grupamento amino cromano. Os dados obtidos colaboram com os estudos na
area e podem ser empregados para auxilio na identificacdo e determinacéo das

rotas de degradacé&o da sinefrina.

Palavras-Chave: sinefrina, fotodegradacéao, in silico, LC-ESI-MS



ABSTRACT

Obesity represents a serious public health problem, coupled with social
culture that impose certain beauty standards, associated with thinness, leads to
an unbridled search for "natural® formulations that present weight loss or
supposedly weight loss substances. In this context, we can highlight the
synephrine, found in the Citrus aurantium L. fruit peel extract, which has been
widely used for this purpose. The risk lies in the fact that most of the time these
compounds have no scientific support for their efficacy and safety. Recent studies
report the synephrine instability when exposed to ultraviolet light, forming
degradation products. Toxicological studies have shown that photodegraded
synephrine has cytotoxic potential, probably due to the presence of the formed
products. The present work aims to develop a method by LC-ESI-MS and an in
silico study to identify the main photodegradation products, as well as their
degradation routes. The LC-ESI-MS method was developed following
parameters such as: column Cis (250 x 4.6 mm, 5um), mobile phase composed
of methanol:water (50:50, v/v), flow rate of 0.4 mL min, capillary voltage 2.5 kV,
source temperature 110° C, desolvation temperature 250° C, desolvation
nitrogen flow 900L h-1, cone nitrogen flow 90L h-* and analysis spectrum between
m/z 50-900. The in silico study was carried out according to computational
methodology taking into account the calculation of hydrogen atoms abstraction
of the synephrine chemical structure in the photolytic degradation. MS analysis
and the in silico study results suggest the formation of the product 1methyl-2,3-
dihydro-1H-indole-3,6-diol, due to the higher reactivity of the side chain amino
group of the molecule, with formation of the amino-chroman group. The obtained
data collaborate with the studies in the area and can be used to aid in the

identification and determination of the synephrine degradation routes.

Keywords: synephrine, photodegradation, in silico, LC-ESI-MS
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de sobrepeso e obesidade vem revelando-se um grave
problema de saude publica e, aliado ao culto social a magreza, gera uma busca
desenfreada por formulacdes que contenham substancias consideradas
emagrecedoras (FLASO, 1999; SCHMITT, 2012; WHO, 2007).

Produtos comercializados como “naturais” sdo muito populares para o
emagrecimento e esta escolha justifica-se por se acreditar que 0s mesmos nao
apresentam efeitos colaterais e ou danos a saude. Essa crenca contribui para o
aumento da aquisi¢ao de suplementos alimentares e compostos emagrecedores
a base de extratos vegetais (SCHMITT, 2012).

Neste ambito podemos destacar a sinefrina encontrada principalmente
no extrato da casca do fruto do Citrus aurantium L., popularmente conhecida
como laranja amarga. Alguns estudos relatam que a mesma também pode ser
encontrada nas folhas e flores, inclusive em sucos (ARBO et al.,, 2008). A
comercializacdo e uso da sinefrina em suplementos alimentares teve um
consideravel aumento a partir da proibicdo da comercializacdo de produtos que
continham alcaloides da Ephedra sp. em abril de 2004 pelo Food and Drug
Administration (FDA) (BENT et al., 2004). Essa proibicdo ocorreu devido a
associacdo do seu uso com problemas cardiacos, psiquiatricos, derrames
cerebrais e hipertensdo (HALLER e BENOWITZ, 2000; SAMENUK et al., 2002;).
Tendo em vista a similaridade estrutural quimica e apresentar, possivelmente,
0os mesmos efeitos emagrecedores, a efedrina passou a ser substituida em
formulac6es emagrecedoras pela sinefrina (FUGH-BERMAN; MYERS, 2004;
ROSSATO, 2009).

O uso exponencial e indiscriminado de suplementos alimentares e
compostos emagrecedores a base de sinefrina representa um grande problema
de saude publica, como também, de controle pelos 6rgaos regulatérios nacionais
e internacionais (SHMITT et al.,, 2012). Trabalhos recentes relatam que a
sinefrina apresenta instabilidade quando exposta a luz ultravioleta, formando
produtos de degradacéo. Além disso, estudos toxicolégicos comprovaram que a
sinefrina degradada apresenta potencial citotoxico, provavelmente devido a

presenca dos produtos formados (KAEFER, 2014).
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Neste cenario, considerando-se a grande procura e a facilidade de acesso
a diversidade de suplementos alimentares, aliada a escassez de dados
conclusivos na literatura referente ao controle de qualidade desses compostos,
tornam-se imprescindiveis estudos que venham a contribuir com a qualidade e
seguranca desses produtos, bem como estudos que possam colaborar com a
elucidacao das rotas de degradacéo e identificacdo dos principais produtos de

degradacéao formados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar estudo preliminar para identificacdo dos principais produtos de
fotodegradacdo da sinefrina, bem como, avaliar suas provaveis rotas de

degradacéo.

2.2 Especificos

e Executar a fotodegradacédo da sinefrina em camara de fotoestabilidade;

e Desenvolver e otimizar método por LC-ESI-MS para analise dos produtos
de degradacgéao da sinefrina;

e Verificar as unidades de massas dos principais produtos da
fotodegradacao da sinefrina;

e Realizar estudo in silico para estimar a estabilidade quimica da molécula
de sinefrina, bem como, sugerir as possiveis quebras moleculares;

e Sugerir preliminarmente a estrutura molecular dos principais produtos

formados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sinefrina

A sinefrina € uma amina comum em produtos derivados citricos, sendo
obtida, principalmente a partir da casca e do fruto da laranja-amarga, conhecido
como Citrus aurantium L. (DHARMANANDA, 2002; GROLLMAN, 2005; PELLATI
et al., 2005; MATTOLI et al., 2005).

No aspecto estrutural, a sinefrina (Figura 1) € uma feniletilamina com
substituicdes na posicdo 4 do anel aromatico, no carbono B no atomo de

nitrogénio da cadeia lateral.

Figura 1- Férmula estrutural da sinefrina (modificado de SANTOS ANDRADE, 2008)

OH

NHCH
HO

Como caracteristica quimica a sinefrina apresenta carater basico (pka =
10,2), polar e solavel em &gua (NIEMANN e GAY, 2003; PELLATI E
BENVENUTI, 2007). Apresenta grande similaridade estrutural quando
comparada a outras aminas simpatomiméticas como a efedrina, divergindo
apenas na presenca de uma hidroxila no anel aromatico a auséncia de um grupo

metila na cadeia lateral, como ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Similaridade estrutural entre (a) sinefrina e (b) efedrina (PELLATI, 2005)

OH oH
N CHg
s ‘ NHCH
HO ~NF .

(a) (b)
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A Sinefrina € uma amina adrenérgica, de acdo indireta que potencializa a
liberacdo de noradrenalina (BOUCHARD, 2005). Estudos experimentais em
ratos indicam que a Sinefrina possui atividade moderada sobre receptores a-

adrenérgicos, com agdo potencializada em a1 (KIM et al., 2001), bem como

atividade agonista 3 em camundongos (ARBO, 2008) e atividade parcial sobre

a lipolise em adipdcitos de mamiferos (CARPENE et al., 1999).

3.2 Estabilidade

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) define estabilidade farmacéutica
como a capacidade de um produto farmacéutico manter a suas propriedades
quimicas, fisicas, microbiolégicas e biofarmacéuticas dentro dos limites
especificados durante todo o seu prazo de validade (WHO, 1996). Estudos de
estabilidade de produtos farmacéuticos nos permitem a avaliacdo da
manutencdo das concentracdes do farmaco, possibilitando a previsdo da
estabilidade de um insumo ativo em determinada condicdo (excipientes,
embalagens, temperaturas, luz, etc.).

A estabilidade dos produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais
como temperatura, umidade, luz e de outros fatores relacionados ao proprio
produto como propriedades fisicas e quimicas, de substancias ativas e
excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicéo, processo de
fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagens. Dentre o0s
principais fatores que podem levar a degradacdo de um produto farmacéutico
esta a interferéncia da luz, que pode desencadear reacbes de degradacdes
como: reducéo e oxidacdo. Reacdes de oxidacdo sdo catalisadas tanto pela luz
como pela temperatura, gerando a degradacdo de farmacos. O efeito da luz
(intensidade e comprimento de onda) sobre os produtos farmacéuticos podem
afetar a velocidade destas reacdes (YOSHIOKA, S. e STELLA, 2000).

A avaliagdo da estabilidade de produtos farmacéuticos se torna
importante para determinar a seguran¢a de um farmaco uma vez que a perda da
estabilidade pode estar diretamente relacionada com a perda do efeito
terapéutico diminuindo sua concentracdo ou ainda a formacao de produtos de

degradacdo. A formacao de produtos de degradacdo € mais preocupante que a
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perda do efeito terapéutico, pois os mesmos podem apresentar elevada
toxicidade. Uma vez que produtos de degradacdo podem estar presentes no
produto acabado ou nos insumos ativos, é necessario a utlizacdo de
metodologias analiticas capazes identificar, separar e/ou determinar com
eficiéncia o possivel produto formado. (KOMMANABOYINA, B. e RHODES,
1999)

Nesse aspecto poucos estudos referentes a estabilidade da sinefrina
estdo presentes na literatura. Kaefer (2014) realizou estudo preliminar da
estabilidade da sinefrina frente a condi¢bes forgcadas de armazenamento, tais
como: fotolitica, hidrolitica e oxidativa.

Na degradacdo da sinefrina pela luz ultravioleta (254 nm) a autora
observou a ocorréncia de picos adicionais de menor intensidade, além do sinal
relativo ao farmaco com decréscimo na area do pico de aproximadamente 35%
apos 1 h de exposicdo. Fato que demonstra a sensibilidade da sinefrina a
radiacdo luminosa, visto que possui em sua estrutura molecular elementos como
nitrogénio e duplas ligacdes, que a tornam mais suscetivel. (KAEFER, 2014)

Em condic¢des acidas (HCE 1 mol/L por 4 h) foi observado decaimento de
aproximadamente 36% na area do pico da sinefrina e surgimento de um produto
de degradacéo majoritario. Na degradacao alcalina (NaOH 5 mol/L) o percentual
de degradacao foi em torno de 5% com surgimento de quatro produtos de
degradacédo com pequena intensidade (KAEFER, 2014).

Na degradacéo oxidativa (H202 10%, por 48 h) a sinefrina apresentou
degradacdo de cerca de 30% Ocorreu 0 surgimento de um produto de
degradacgdo majoritario com caracteristicas mais polares devido ao menor tempo
de retencdo na andlise cromatogréfica, além de outros produtos de menor
intensidade (KAEFER, 2014). Estes dados obtidos podem ser explicados devido
as caracteristicas estruturais da sinefrina, pois apresenta grupos fendlicos,
alcoois e duplas ligagbes que sdo altamente passiveis a oxidacdo (CARSTEN,
2000).

Kaefer (2014) também realizou estudos toxicologicos com a sinefrina
fotodegradada. Com base nos dados encontrados, sugeriu que a sinefrina, na
presenca dos seus produtos de degradacdo, apresenta toxicidade, ou seja,
diminuicdo da viabilidade celular em culturas de leucoécitos humanos, nas

condicOes testadas.
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3.3 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € uma técnica instrumental amplamente
utilizada em uma infinidade de campos do conhecimento. Isto se deve a sua
versatilidade, dinamismo e enorme potencial, sua area de aplicagdo €
constantemente ampliada. Trata-se de uma das principais técnicas instrumentais
para a confirmacao inequivoca da presenca de uma substancia em uma amostra
ou para a investigacdo dos compostos que a constitui. Sendo amplamente
empregada na industria para pesquisa e controle de qualidade da matéria-prima
e dos produtos acabados (SEGALIN, 2015). E uma técnica que fornece a raz&o
massa/carga (m/z) de espécies quimicas, entre 0os quais, a&tomos, moléculas e
agregados, desde que apresentem carga elétrica liquida diferente de zero. Tem
como principais caracteristicas a alta sensibilidade, seletividade e exatiddo
(ARDREY, 2003; SIRTORI; LOPES; RODRIGUEZ; 2010). Alguns equipamentos

apresentam sensibilidade na ordem de zeptomols (10-21), o que permite a
deteccdo de analitos em amostras que contenham apenas algumas centenas
dessas moléculas (KANDIAH.; URBAN.; 2013). A seletividade e o poder de
resolucao da técnica permitem diferenciar espécies quimicas com diferenca de
massa inferior a massa de um elétron (McKENNA, 2014).

A Espectrometria de massas pode ser combinada com a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, sendo de extrema importancia na analise de farmacos.
Devido a sua alta sensibilidade e seletividade, a técnica por LC-MS pode ser
aplicada em diversas etapas, desde o desenvolvimento de novos farmacos e
formas farmacéuticas, até o controle de qualidade do produto final. A
cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de massas € uma técnica
bastante vantajosa para a analise e identificacdo de impurezas e produtos de
degradacéo, pois devido a capacidade de separagcao da cromatografia liquida,
nao se faz necessario o isolamento e a purificacado das impurezas. Além disso,
mesmo que ndo ocorra a separacdo cromatografica, pode-se avaliar
gualitativamente e quantitativamente o0s constituintes de uma determinada
amostra, pois o detector mantém a seletividade devido a capacidade de
determinacdo da massa especifica do analito (LEE et al., 1999).
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3.4 Ferramentas Computacionais

O formalismo da Teoria Funcional da Densidade — DFT (Density
Functional Theory) foi estabelecido a partir dos dois teoremas de Hohenberg &
Kohn (1964). Eles demonstraram que em principio a densidade eletrénica
contém toda a informag¢é@o que pode ser obtida da funcdo de onda de muitos
elétrons.

O conhecimento da densidade do estado fundamental de um sistema de
muitos elétrons permite deduzir o potencial externo no qual os elétrons residem
(Hohenberg e Kohn, 1964). Ao usar este teorema, e sabendo-se que o0 mesmo
representa um conjunto multiplo de elétrons, uma funcéo (ou funcional) Unica da
densidade eletronica pode ser escrita para solucionar determinados sistemas
eletrdnicos para estruturas quimicas. Enquanto a funcdo de onda necessita de
3Ne variaveis (funcdo de onda para cada elétron) para a sua descricdo, a
densidade é uma funcéo real de 3 variaveis (densidade em trés dimensdes). A
DFT é usada para estudar a estrutura eletronica (principalmente o estado
fundamental) de sistemas de atomos, moléculas ou sélidos. Com esta teoria, as
propriedades de um sistema de muitos elétrons podem ser determinadas
usando-se as funcionais, isto €, funcdes de densidade eletrbnica. A DFT esta
entre 0s mais populares e versateis métodos disponiveis para estudos de
quimica computacional e fisica do estado sélido.

Célculos com base em técnicas de modelagem molecular, como a teoria
Funcional de densidade (DFT) sdo amplamente utilizados na industria
farmacéutica e ajudam a estimar a estabilidade quimica da molécula, permitem
realizar uma previsdo de onde ocorreria uma possivel quebra molecular a partir

de condi¢des forcadas de degradacao. (Lienard et al., 2015)
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4 METODOLOGIA

4.1 Produtos Quimicos
4.1.1 Amostra de sinefrina

Foi utilizada a amostra de substancia quimica de referéncia de sinefrina
com teor declarado de 98% adquirido da empresa Sigma Aldrich (Sao Paulo,
Brasil).

4.1.2 Preparo da solucdo amostra e fotodegradacéo

Pesaram-se 37,5 mg e transferiram-se para baldo volumétrico de 25 mL
com auxilio de aproximadamente 15,0 mL de agua destilada. Levou-se ao
ultrassom por 30 min, completou-se o volume com 0 mesmo solvente e
homogeneizou-se. Retirou-se aliquota de 6,0 mL dessa soluc¢éo, transferiu-se
para baldo volumétrico de 50 mL, completou-se com acetonitrila e
homogeneizou-se para obter a concentracao final de 180,0 pg/mL. Aliquotas de
1,0 mL dessa solucao foram transferidas pata cubetas descartaveis e expostas
a luz UVC (254 nm) em camara de fotoestabilidade.

Apbs o tempo de exposicdo de 5h, o conteddo de uma cubeta foi
transferido para baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com agua
para atingir a concentracao final de 18,0 ug/mL. A degradacao ocorreu até atingir
50% de farmaco residual e obtenc¢éo dos produtos de degradacdo. As amostras
foram analisadas por CLAE conforme método desenvolvido e validado pelo
grupo de pesquisa (KAEFER et al, 2015).

4.2 Método por LC-ESI-MS

O sistema LC-ESI-MS consistia de um instrumento Shimadzu® equipado
com um detector MS. A separacao foi realizada usando uma coluna Thermo
Scientific® C1s (250 x 4,6 mm, 5 um) a 25° C, e eluido a uma taxa de fluxo de 0,4
mL/min com um volume de amostra de injecao de 10 pL. A fase movel consistiu
de metanol e agua (50:50 v/v), utilizando um sistema isocratico. As solugdes

foram analisadas apés 5h de degradacao ( degradacéao fotolitica ). Espectros de
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massa foram adquirido com uma interface de ionizacao por electrospray em
ionizacao positiva e ionizacdo negativa e as seguintes condi¢des: tensao capilar
2,5 kV; temperatura da fonte 110° C; temperatura de dessolvatacdo 250° C; fluxo

de nitrogénio na dessolvatacao 900 L/h; fluxo de nitrogénuo no cone 90 L/h.

4.3 Estudo de previséo in silico de reatividade molecular

Sera empregada ferramenta computacional utilizada para estimar
energias de abstracao de hidrogénio, a Teoria Funcional da Densidade (DFT).

As andlises computacionais foram realizadas usando o Spartan 08 versdo
116.2TM para Windows (Wavefunction, Inc., EUA) e todas as estruturas iniciais
foram construidas usando atomos e fragmentos estruturais de seu editor
molecular. A otimizacdo de geometria foi realizada usando os métodos de Merck
Molecular Force Field (MMFF94) seguido de Austin Model (AM1). A estrutura foi
submetida a anélise conformacional, o incremento do angulo de torcao foi
ajustado para 30° no intervalo de 0-360°, usando algoritmo de busca sistemética,
pelo método Density Functional Theory (DFT). Os conformeros de menor energia
global foram submetidos a determinacéo de energia com o uso de DFT para a
molécula neutra e para as cargas +1 e -1.

O mecanismo principal de auto-oxidacdo observado na reacdo das
energias de abstracdo do atomo de hidrogénio da degradacdo fotolitica &
calculado para um &tomo de hidrogénio ligado a um atomo de carbono na
molécula usando a equacédo 5 (SHARP, 2011; LIENARD et al., 2015). Este
procedimento pode ser usado para auto-oxidacdo e também para previsdes de
degradacéo fotolitica (YAMANDA et al., 2008).

Equacéo 1: (BDE) EH abracao = Eradical + EHradical —Eestado fundamental
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho foi desenvolvido para dar continuidade aos estudos
realizados por Kaefer (2014). A autora demostrou que a sinefrina degrada
quando exposta a luz UVC forma produtos de degradacdo. Também verificou
que o farmaco na presenca dos produtos de degradacdo apresenta toxicidade,
pois foi possivel verificar a diminuicdo da viabilidade celular em cultura de
leucdcitos, nas condicdes testadas.

Neste contexto, percebe-se a importancia da avaliacdo dos produtos de
degradacéo da sinefrina, no intuito de elucidacdo dos mesmos e determinacéo
da rota de degradacéo.

Para contribuir com essa problematica foi desenvolvido método por LC-
ESI-MS para identificar e analisar as unidades de massa dos produtos de
degradacdo formados a partir da fotodegradacdo da sinefrina. Também,
realizou-se estudo in silico para auxilio na predicdo da reatividade estrutural, com
intuito de propor as principais vias de degradacédo do farmaco.

Para o desenvolvimento e otimizagdo do método por LC-ESI-MS
diferentes condi¢cdes cromatogréaficas foram testadas, entre as quais, diferentes
fases moéveis, proporcao das fases, fluxo da fase movel e volume de injecao.

Os testes foram baseados em estudos ja desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa, além de outros publicados na literatura. Primeiramente foi testada
mistura binaria de acetonitrila:agua, metanol:agua, para escolha da fase mével,
com variacao da proporcao de 30:70, 50:50, 15:85. Também foram avaliados os
sistemas gradiente e isocratico, analisados na faixa de vazao de 0,1 mL/min a
0,6 mL/min e volume de injecdo de 1 a 10 pl (KAEFER 2014, AREND et al., 2009;
MALESUIK; CARDOSO; STEPPE, 2008; SILVA, 2009). Também foram
avaliadas diferentes voltagens do capilar, temperatura da fonte, fluxo de
nitrogénio no cone, temperatura e fluxo de nitrogénio de dessolvatacéo.

As condi¢cdes cromatograficas definidas para quantificacdo da sinefrina
por LC-ESI-MS estéo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - CondicGes cromatograficas definidas para analise da sinefrina e seus
produtos de degradacao por LC-ESI-MS.

Parametro Descricao
Coluna Thermo Scientific C1s (250 x
4,6mm, 5um)
Fase Movel Metanol: agua (50:50, v/v)
LC Vazéo 0,4ml/min
Temperatura de coluna 25°C
Volume de injegéo 10uL
Modo de ionizacdo ESI + e ESI -
Voltagem do capilar 2,5 kv
Temperatura da fonte 110°C
MS  Temperatura de dessolvatacéo 250° C
Fluxo de nitrogénio na dessolvatacéo 900 L/h
Fluxo de nitrogénio no cone 90 L/h
Espectro de analise 50-900 m/z

Apos definicdo das melhores condi¢cdes para a analise da amostra
degrada de sinefrina procederam-se as analises por LC-ESI-MS. A amostra,
depois de 5 horas de degradacdo em luz ultravioleta, apresentou seguintes
resultados como pode ser observado na tabela 2, considerando-se analise por

ESI modo positivo e modo negativo.
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Tabela 2 - Resultados das massas encontradas na andlise por LC-ESI-MS utilizando
Scan por ESI positivo e ESI negativo, unidades de massa encontradas apos 5h de
degradacéo fotolitica da sinefrina.

Scan ESI + Scan ESI -

Produto 1 Massa 73 m/z Produto 1 Massa 24 m/z
Produto 2 Massa 87 m/z Produto 2 Massa 77 m/z
Produto 3 Massa 114 m/z Produto 3 Massa 107 m/
Produto 4 Massa 143 m/z Produto 4 Massa 121 m/z
Produto 5 Massa 161 m/z Produto 5 Massa 167 m/z
Produto 6 Massa 166 m/z

Produto 7 Massa 180 m/z

Produto 8 Massa 207 m/z

Produto 9 Massa 212 m/z

Produto 10 Massa 221 m/z

Produto 11 Massa 228 m/z

Produto 12 Massa 237 m/z

Produto 13 Massa 248 m/z

Produto 14 Massa 262 m/z

Produto 15 Massa 285 m/z

Produto 16 Massa 292 m/z

Produto 17 Massa 345 m/z

Os picos de cada unidade de massa obtidos no cromatograma da analise

da sinefrina degradada foram comparados com o cromatograma da sinefrina ndo
degradada. Os picos presentes em ambos os cromatogramas foram descartados
e ndo considerados como unidades de massa de produtos de degradacéo.
Dentre as massas identificadas, verificamos as de maior intensidade: 87 m/z,
114 m/z, 161 m/z, 166 m/z, 180 m/z, 285 m/z, 345 m/z. O pico referente a massa

de 166 m/z pode ser visualizado na figura 3.



24

Figura 3- Cromatograma por LC-ESI-MS modo positivo do produto de fotodegradacdo

da sinefrina com 166 m/z.
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Apos analise por LC-MS-ESI procedeu-se os estudos computacionais de
reatividade molelucar. Os estudos computacionais foram realizados com o
objetivo de auxiliar a compreensdo da reatividade quimica pela predicdo da
posicdo mais provavel de quebra estrutural da sinefrina. O método
computacional indicado para estudar as condicdes de degradacdo da sinefrina

sob atuacdo fotolitica, observadas em estudos de degradacdo em condicbes de
estresse, sdo ao célculo de BDE e orbitais de fronteira moleculares (KIEFFER et
al., 2010).
Os resultados da distribuicéo dos sitios de energia dos orbitais de fronteira
HOMO e de LUMO da sinefrina molécula neutra estdo expressas na figura 4. A
energia de HOMO esta distribuida principalmente no anel aromatico com
reducdo dos sitios de energia até o atomo de nitrogénio da cadeia lateral. A
deslocalizacéo eletrdnica do orbital de HOMO do anel até a cadeia lateral indica
gque esta porcao é responsavel pela reatividade da molécula em condi¢cbes de
oxidacdo e hidrdlise. Ja os sitios de LUMO encontram-se distribuidos no anel

aromatico somente e tem indicativo de susceptibilidade de sofrer ataque
nucleofilico quando submetido as estas condicdes.
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Figura 4 - Visualizacdo em 3D do sinefrina em modelo tubo e mapa dos orbitais
moleculares HOMO (A) e LUMO (B), em superficie de isoestrutura de van der Waals
0,002 eV usando Spartan for Windows 08.

A BDE é uma medida da forca de ligagdo em uma ligacdo quimica e é

definida como a energia padrédo (a entalpia também pode ser usada) quando
uma ligacao € quebrada por uma reacdo, com reagentes e produtos da reacao
(BLANKSBY, ELLISON, 2003). Os valores de BDE foram obtidos conforme a
equacdao 1 considerando os valores de energia do atomo de hidrogénio isolado
de -0,598150 au e da sinefrina neutra -555,959077 au, respectivamente. Os
valores de BDE séo indicadores do(s) sitio(s) primario(s) de auto-oxidacao de
compostos organicos e farmacos (ANDERSSON et al., 2014, LIENARD et al.,
2015). Concentrando-se nos baixos valores de BDE da estrutura da sinefrina
(Tabela 3), as energias de atomos de hidrogénio de N10, 06, O1 e C7 indicaram
a alta susceptibilidade oxidativa que caracteriza a instabilidade dessa regido em
ambiente oxidativo.

Trés atomos de hidrogénio entre os quatro candidatos se apresentam na
cadeia lateral da sinefrina e o &tomo de nitrogénio tem valor negativo -236,22
Kcal.mole?, o que indica que a abstracdo deste atomo é termodinamicamente
mais favoravel a susceptibilidade oxidativa em relacéo aos outros. Os resultados
calculados sugerem que a regido molecular pode estar iniciando a degradacao
auto-oxidativa em comparacao a outras posicOes da estrutura quimica. Desta
forma, a degradacéo do farmaco pode ter iniciacdo nesta posi¢cado ou nas outras,
0 que pode ser utilizado para se compreender a geragcdo de produtos de

degradacgéo observados nas condi¢oes estudadas.
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Tabela 3- Energia de dissociacdo de ligagdo (abstracdo) do atomo de hidrogénio da
estrutura quimica da obtidos com o uso de software Spartan for Windows 08 e aplicacédo

de equacéo 1.

Energia de
Atomos de Energiae dissociacao de
Hidrogénio formacao hidrogénio
(AHf a.u.) (BDE: EH abstraction
Kcal.mole?)
H1-O -555,381386 12,83
H2-C -555,288484 45,45
H3-C -555,295719 40,91
H4-C -555,288480 45,46
H5-C -555,292946 42,65
H6-O -555,352046 5,57
H7-C -555,313200 29,94
H8-C -555,289472 44,83
H9-C -555,289472 44,83
H10-N -555,737377 -236,22
H11-C -555,273782 54,68
H12-C -555,273783 54,68
H13-C -555,273781 54,68

A metodologia in silico demonstra a maior reatividade do grupo amino da

cadeia lateral, sugerindo a gerac&o de amino cromano, como pode ser verificado

na sugestao de quebra molecular proposta na figura 5. Para corroborar aos

resultados, a massa de 166 m/z [165 +1H]* foi encontrada entre os principais

picos obtidos na andlise por LC-ESI-MS da amostra degradada de sinefrina.
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Figura 5 - Esquema de geracdo de produto de degradacéo da sinefrina em condicoes
de fotodegradacédo. Adaptado de Hoellein e Holzgrabe et al. (2012).
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Para colaborar com a proposicao sugerida para degradacéo da sinefrina
podemos utilizar como exemplo o estudo realizado por Brustugun J. e
colaboradores (2003), onde foi elucidado uma rota de degradagédo para
epinefrina apos degradacao fotolitica, demonstrada na figura 6.

A similaridade estrutural da sinefrina e epinefrina (figura 7) nos sugere que
a reatividade molecular ocorreria no atomo de nitrogénio como avaliado na
reatividade molecular, acarretando entdo no fechamento do anel, explicando a
formacdo do produto 1metil-2,3-dihidro-1H-indole-3,6-diol com massa de 165

m/z.



Figura 6 - rota de degradacao da epinefrina.

O

H
HO
|
HO D’HHH-:
4 .
Epinephring
"
S
0y \ 0l
\ .“
R OH

J Adrenochrome

1/‘ HEOL MNa*

— :"f
_ _‘7--' Te— NHI
* q‘-\‘l 5z H
”Ij:{
D
0 hf“l‘
"ﬂl_‘
Addrenochroms sulfonate
™

Adrenochrome sulfonate
exciled state

hw, 350 nm

Postulated photodegradation pathway of epinephrine

in the presence of bisulfie.

Fonte: J. Brustugun, S. Kristensen, H. Hjorth Tonnesen, 2003

Figura 7- Estrutura quimica da sinefrina e epinefrina.
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Para as demais massas encontradas na analise por LC-ESI-MS néo foi
possivel atribuir sua provavel rota de degradacédo, bem como, suas estruturas
quimicas até o momento, por se tratar de um numero consideravel de
substancias.

Devido aos resultados obtidos, percebe-se a necessidade do
desenvolvimento de maiores estudos nesta linha de pesquisa, com o intuito de
isolar cada produto obtido e realizar seus testes toxicologicos individuais. Esses
estudos sdo necessarios para determinar se a toxicidade da sinefrina encontrada
por Kraefer (2014) é responsavel pelo conjunto dos produtos formados ou de um

produto especifico.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O método desenvolvido por LC-MS-ESI foi capaz de identificar as
principais massas de diferentes produtos de degradacdo obtidos na

fotolise da sinefrina;

Os procedimentos computacionais ajudaram a compreender os sitios de
susceptibilidade as reacBes auto-oxidativas da estrutura quimica da
sinefrina e foi possivel verificar que a maior reatividade ocorre no grupo

amino da cadeia lateral;

Levando em consideracdo as massas encontradas e o estudo in silico da
provavel reatividade da molécula, sugere-se que uns dos principais
produtos de degradacdo possui massa de 166 m/z e foi atribuido como
sendo 1metail-2,3-dihidro-1H-indole-3,6-diol;

Devido ao grande numero de massas encontradas sugere-se a
continuidade dos estudos para identificacdo dos demais principais
produtos de degradacdo, bem como, posterior isolamento e estudo
toxicolégico dos mesmos;

Os dados obtidos colaboram com os estudos na area e podem ser
utiizados como subsidios para os cuidados na elaboracdo de
preparacdes farmacéuticas ou suplementos alimentares a base de

sinefrina.
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