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RESUMO 

RIBEIRO, D. L. Avaliação da mutagenicidade, genotoxicidade e alterações no 
perfil de expressão gênica induzida pela sinefrina em células humanas in vitro. 
2018. 153f. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 

Atualmente, a obesidade é um dos maiores problemas globais de saúde pois aumenta 
o risco de desenvolvimento de doenças como o câncer. Como alternativa para perda 
de peso, suplementos termogênicos contendo o proto-alcalóide sinefrina são 
amplamente utilizados para estimular a queima de calorias. Dúvidas surgiram sobre 
os efeitos da sinefrina desde que esta, apresenta semelhanças com efedrina e 
anfetaminas. Existe ainda, uma lacuna na literatura sobre os efeitos da sinefrina na 
indução de danos no DNA e modulação da expressão gênica em células humanas. A 
proposta desta investigação foi determinar os efeitos de tratamentos com sinefrina 
sobre danos no DNA, estado redox e alterações na expressão gênica em linhagens 
celulares humanas hepáticas, gástricas e intestinais in vitro. Como modelo de células 
humanas foram utilizadas células HepG2 (carcinoma hepatocelular), GAS (epitélio 
gástrico não tumoral) e Caco-2 (adenocarcinoma colorretal). Inicialmente, foram 
realizados ensaios de citotoxicidade (MTT e Vermelho Neutro) com dez 
concentrações (25 - 5000 µM). Posteriormente, três concentrações (2, 20 e 200 µM) 
foram selecionadas para obtenção de dados sobre proliferação celular (conteúdo 
proteico e citometria de fluxo), genotoxicidade (cometa), mutagenicidade 
(micronúcleo), geração de espécies reativas (ERs) (H2DCFDA) e alterações no estado 
redox por quantificação das enzimas GSH, CAT, SOD mitocondrial e GPx e do produto 
de peroxidação malondialdeído (MDA). Por fim, efeitos da sinefrina sobre a expressão 
de genes (RT-qPCR) das vias de danos ao DNA e metabolismo energético foram 
avaliados. Sinefrina induziu ERs em células hepáticas (HepG2) e intestinais (Caco-2); 
além disso, em GAS aumentou CAT e GSH, em Caco-2 elevou os níveis de GSH e 
principalmente, em células hepáticas (HepG2) aumentou os níveis enzimáticos de 
GSH, GPx e da geração de MDA. Nos experimentos de expressão, 20 e 200 µM 
aumentaram a transcrição dos genes MAPK1 e JUN em HepG2, GAS e Caco-2 
evidenciando que sinefrina estimula a expressão de genes da via AMPK (Proteínas 
Quinases Ativadoras de Adenosina Monofosfato Cíclica) que regula o metabolismo de 
lipídios e glicose. Especificamente, em HepG2 a sinefrina induziu a expressão de TNF 
(citocina pró-inflamatória) e diminuiu a de LIPE (hidrólise de lipídeos) e AKT1 
(proliferação). Em GAS, sinefrina diminuiu a expressão de TNF e aumentou a 
expressão dos genes ADCY3 (atividade catalítica) e AKT1. Similarmente em Caco-2, 
AKT1 e os genes PRKACA e GNAS (catabolismo) também aumentaram a expressão. 
Por fim, somente em Caco-2, 2 µM aumentou os níveis de transcritos de ATM, ATR e 
CHEK1 (danos ao DNA). Apesar destes resultados, não foram observados efeitos 
sobre a viabilidade, proliferação, ciclo celular e danos ao DNA. Em conclusão, este 
trabalho demonstrou que sinefrina não causou citotoxicidade e eventos genotóxicos e 
mutagênicos em células hepáticas, gástricas e intestinais humanas in vitro. Todavia, 
assim como anfetaminas, sinefrina demonstrou estimular significativamente a 
expressão de genes do metabolismo energético e causar efeitos pró-oxidativos 
principalmente em células hepáticas. Portanto, para representar a ausência de perigo 
de sinefrina ainda devem ser realizados experimentos com exposições crônicas em 
estudos in vivo para conclusões afirmativas aos usuários de termogênicos. 

Palavras-chave: sinefrina; termogênicos; danos ao DNA; estresse oxidativo; 
expressão gênica. 
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ABSTRACT 
 

RIBEIRO, D. L. Evaluation of mutagenicity, genotoxicity and alterations in the 
gene expression profile induced by the synephrine in human cells in vitro. 2018. 
153f. Thesis (Ph.D.). Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 
Currently, obesity is one of the biggest global health problems because it increases 
the risk of developing diseases like cancer. As an alternative to weight loss, 
thermogenic supplements containing the proto-alkaloid synephrine are widely used to 
stimulate the burning of calories. Doubts have arisen about the effects of synephrine 
since it has similarities with ephedrine and amphetamines. There is still a gap in the 
literature on the effects of synephrine on the induction of DNA damage and modulation 
of gene expression in human cells. The aim of this investigation was to determine the 
effects of synephrine treatments on DNA damage, redox status and alterations in gene 
expression in liver, gastric and intestinal human cell lines in vitro. As model of human 
cells were used HepG2 (hepatocellular carcinoma), GAS (gastric epithelium non-
tumor) and Caco-2 (colorectal adenocarcinoma) cells. Initially, cytotoxicity assays 
(MTT and Neutral Red) were performed with ten concentrations (25-5000 μM). 
Afterwards, three concentrations (2, 20 and 200 μM) were selected to obtain results 
on cell proliferation (protein content and flow cytometry), genotoxicity (comet), 
mutagenicity (micronucleus), generation of reactive species (RS) (H2DCFDA), and 
changes in the redox state by quantification of GSH, CAT, mitochondrial SOD and 
GPx enzymes and the peroxidation product malondialdehyde (MDA). Finally, effects 
of synephrine on gene expression (by RT-qPCR) in pathways of DNA damage and 
energetic metabolism were evaluated. Synephrine induced RS in hepatic (HepG2) and 
intestinal (Caco-2) cells; in addition, in GAS increased CAT and GSH levels, in Caco-
2 induced the GSH levels and, mainly in hepatic cells (HepG2) were observed 
increases in enzymatic levels of GSH, GPx and generation of MDA. In gene 
expression experiments, 20 and 200 μM increased the transcription of the MAPK1 and 
JUN genes in HepG2, GAS and Caco-2, evidencing that treatment with synephrine 
stimulate the expression of AMPK (Adenosine Monophosphate Protein Kinases 
Cytosolic Activating) pathway, responsible by energetic metabolism of lipids and 
glucose. Specifically, in HepG2 cells synephrine induced expression of TNF (pro-
inflammatory cytokine) and decreased of LIPE (lipid hydrolysis) and AKT1 
(proliferation) gene expression. In GAS, synephrine decreased TNF expression and 
increased expression of the genes ADCY3 (catalytic activity) and AKT1. Similarly, in 
Caco-2, AKT1 and the genes PRKACA and GNAS (catabolism) also increased 
expression. Finally, only in Caco-2, 2 μM increased the transcript levels of ATM, ATR 
and CHEK1 (DNA damage). Despite these results, no effects on viability, proliferation, 
cycle kinetics and DNA damage were observed. In conclusion, this work demonstrated 
that synephrine did not cause cytotoxicity, genotoxic and mutagenic effects in liver, 
gastric and intestinal human cells in vitro. However, as well as amphetamines, 
synephrine has been shown to stimulate significantly the expression of energetic 
metabolism genes and cause pro-oxidative effects mainly in liver cells. Therefore, in 
order to represent the absence of hazard of synephrine, experiments with chronic 
exposures using in vivo studies should be performed for affirmative conclusions to 
thermogenic users. 

Key-words: synephrine; thermogenics; DNA damage; oxidative stress; gene 
expression. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Obesidade e Suplementos Alimentares 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a obesidade e o sobrepeso 

mais que dobraram no mundo desde 1980. Na última estimativa de dados em 2014, 

mais de 1,9 bilhões de adultos com 18 anos ou mais possuíam sobrepeso, e desses, 

mais de 600 milhões de pessoas eram considerados obesos. Outro dado alarmante, 

é que em 2014 a mesma organização estimou que cerca de 41 milhões de crianças 

com 5 anos ou menos possuíam sobrepeso ou eram obesas no mundo (WHO, 2014). 

No Brasil, o último levantamento realizado pelo Ministério da Saúde em 2016 revelou 

que 18,9% da população brasileira é obesa, ou seja, um a cada cinco brasileiros 

possuem a doença (BRASIL, 2017a).   

Os problemas relacionados com a obesidade são uma das maiores 

preocupações globais em saúde pública (STOHS; BADMAEV, 2016), isso porque o 

excesso de peso está associado ao aumento do risco de desenvolver doenças 

cardíacas, inflamações crônicas, hipertensão e diabetes mellitus tipo 2 

(O’FLANAGAN; BOWERS; HURSTING, 2015). Além disso, o excesso de peso e a 

obesidade estão associadas com a resistência à insulina, que por sua vez pode levar 

a hiperglicemia, distúrbios lipídicos (KERN et al., 2003) e promover o estresse 

oxidativo, um dos principais responsáveis no desenvolvimento de processos 

carcinogênicos (RANI et al., 2016).  

Com relação ao processo de carcinogênese, no geral, a obesidade é estimada 

como um fator causal dominante entre 10 a 20% de todos os casos de neoplasias 

(CALLE et al., 2003; RENEHAN et al., 2008; O’ROURKE, 2014). Segundo revisão 

publicada em 2016 pela Agência Internacional de Pesquisa para o Câncer – IARC 

(International Agency for Research on Cancer), que realizou metanálise de estudos 

disponíveis para animais e humanos, existem associações causais entre obesidade e 

câncer para 13 tipos diferentes de tumores (LAUBY-SECRETAN et al., 2016; 

COLDITZ; PETERSON, 2018). Estas correlações positivas entre obesidade e 

carcinogênese ocorrem principalmente para casos de câncer de mama (pós-

menopausa), cólon e reto, endométrio, esôfago (adenocarcinoma), vesícula biliar, 

estômago, rim (célula renal), fígado, mieloma múltiplo, próstata, ovário, pâncreas e 

tireoide (RENEHAN et al., 2008; LAUBY-SECRETAN et al., 2016).  
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Para evitar ou diminuir o sobrepeso e seus consequentes problemas, a maneira 

considerada ideal para o controle de peso é a gestão do consumo de calorias bem 

como o seu gasto por meio do exercício físico. No entanto, devido à falta de tempo, 

boa parte da população não realiza a gestão correta do número de calorias ingeridas 

e não executa práticas diárias de exercícios (STOHS; BADMAEV, 2016). Como 

alternativa, muitos recorrem ao uso de suplementos alimentares.  

Os suplementos alimentares são definidos pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) como “um produto de ingestão oral, apresentado em formas 

farmacêuticas, e destinado a suplementar a alimentação de indivíduos saudáveis com 

nutrientes, substâncias bioativas, enzimas ou probióticos, isolados ou combinados” 

(BRASIL, 2017b). No Brasil, o uso destes suplementos alimentares é destinado 

principalmente para atletas profissionais e amadores desportivos, todavia, segundo a 

legislação atual regulamentada na RDC Nº 18 de 27 de abril de 2010 da ANVISA 

(BRASIL, 2010), qualquer indivíduo pode utilizar suplementos alimentares desde que 

orientado por nutricionista. A utilização dos suplementos alimentares atualmente, 

baseia-se nas expectativas em relação à promoção dos efeitos desejados 

relacionados, como por exemplo, aumento de energia, desempenho atlético, perda de 

peso, crescimento muscular, aceleração da recuperação ou indução de outras 

respostas fisiológicas e metabólicas (WILLIAMS, 2006).  

No caso específico de suplementos alimentares que auxiliam a aumentar o 

gasto de calorias, estimular a saciedade e induzir a perda de peso/emagrecimento, 

estes recebem o nome de suplementos alimentares termogênicos ou ergogênicos 

(STOHS; BADMAEV, 2016).  No Brasil, não existe ainda definição exata para este tipo 

de suplemento alimentar na RDC Nº 18 da ANVISA, entretanto, novas definições e 

classificações estão em elaboração pela agência reguladora. Estudos recentes 

realizados com termogênicos identificaram que esses suplementos dietéticos 

comercialmente disponíveis, também podem aumentar a taxa metabólica de repouso 

(TMR). Com essa influência positiva na TMR, os suplementos termogênicos 

ganharam ainda mais magnitude e força popularmente para sua utilização no 

emagrecimento sem a prática constante de exercícios (CAMPBELL et al., 2016). 

Os suplementos termogênicos geralmente são preparações altamente 

heterogêneas, ou seja, contêm várias substâncias diferentes em sua composição e 

costumam possuir em sua fórmula a presença de extratos ou compostos isolados de 

várias espécies botânicas diferentes juntamente com fontes naturais ou sintéticas de 
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cafeína (BAKHIYA et al., 2017). O fato de possuir muitas preparações de origem 

natural em sua composição, induz muitos consumidores a considerarem esses 

produtos termogênicos como livres de “risco” ou perigo, pois possuem a falsa crença 

e opinião de que "natural" é igual a "seguro". No entanto, dependendo dos fitoquímicos 

individuais, suas concentrações e a combinação de compostos dentro dos 

termogênicos, certos produtos oriundos de plantas podem potencialmente induzir 

efeitos adversos indesejados, interferir na ação de medicamentos, ou até mesmo 

causar sérios danos à saúde (BAKHIYA et al., 2017).  

Atualmente, existe um grande número de suplementos termogênicos 

disponíveis comercialmente. Em sua maioria, estes produtos contêm em sua 

composição além da cafeína, uma complexa mistura de substâncias tais como 

sinefrina, chá-verde, salicina e outras vitaminas, minerais e fitoterápicos (STOHS 

PREUSS; SHARA, 2011; STOHS; PREUSS; SHARA, 2012; RATAMESS et al., 2015; 

SCHMITT et al., 2016). Destas substâncias citadas anteriormente, a sinefrina (p-

sinefrina) é uma das mais frequentemente presentes em suplementos termogênicos 

em combinação com cafeína. Por causa de sua semelhança estrutural com agentes 

simpaticomiméticos, de possíveis efeitos adrenérgicos no sistema nervoso e por ser 

considerado “seguro” em razão de sua origem natural, o uso de sinefrina isolada ou 

associada na composição de suplementos termogênicos aumentou de forma 

significativa com o passar dos anos (ROSSATO et al., 2011). 

 

1.2. Sinefrina  

A sinefrina (ou p-sinefrina) é um proto-alcalóide derivado do grupo das 

feniletilaminas com o grupo hidroxila na posição para do anel benzeno da molécula, e 

é naturalmente encontrada no fruto imaturo ou cascas de Citrus aurantium, que é 

conhecida como laranja amarga ou laranja de Sevila, ou ainda, pode estar presente 

em outras espécies cítricas como as tangerinas e clementinas. O extrato patenteado 

de laranja amarga, que é o padrão para p-sinefrina, é conhecido como Advantra Z® 

(Nutratech Inc. – Fairfield, EUA) e é amplamente utilizado em suplementos 

termogênicos destinados à perda de peso, podendo ou não ser combinado com outros 

produtos como cafeína e chá verde (STOHS; BADMAEV, 2016). Esta sinefrina que é 

encontrada naturalmente em frutas cítricas e presente em suplementos alimentares 

não deve ser confundida com m-sinefrina (sinônimos: fenilefrina ou neosinefrina), que 
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é um fármaco simpaticomimético usado principalmente como descongestionante 

nasal (BAKHIYA et al., 2017). 

Em alguns casos, a ingestão dietética da sinefrina pode ocorrer até mesmo sem 

o conhecimento pessoal, isso porque o consumo de frutas cítricas e seus derivados, 

como por exemplo sucos e marmeladas, contêm a substância na composição. A 

ingestão diária total de sinefrina via alimentação convencional já foi estimada em 

algumas populações, entre elas a da Alemanha, onde concentrações equivalentes a 

6,7 mg (400 μM) até 25,7 mg (1537 μM) /dia já foram observadas (BFR, 2012). A 

sinefrina que é adicionada aos suplementos alimentares termogênicos, pode ser 

encontrada (I) ou na forma de extratos preparados a partir das cascas de frutas de 

laranjas amargas (C. aurantium) com 6-10% de conteúdo de sinefrina, ou (II) na forma 

fitoquímica purificada com até 95% de pureza (NTP/NIEHS, 2004; BLUMENTHAL, 

2005).  

O conteúdo de sinefrina em diferentes suplementos termogênicos que são 

comercializados mundialmente, pode variar de acordo com a formulação proposta 

pela empresa fabricante e pela legislação vigente das agências reguladoras em cada 

país. Normalmente, doses diárias de sinefrina estão entre faixas de 5 (298 μM) e 150 

mg (8955 μM) /dia. No Brasil, por exemplo, onde a regulamentação de 6 diferentes 

propostas para avaliação, eficácia e segurança de suplementos alimentares está em 

elaboração pela ANVISA, o conteúdo de sinefrina em suplementos termogênicos foi 

analisado por Viana et al. (2016) e foram encontradas concentrações que 

correspondem a uma ingestão entre 59,1 (3535 μM) e 127 mg (7595 μM) /dia. 

Em humanos, após a administração oral de sinefrina, geralmente as 

concentrações sanguíneas de pico variam de 2 a 3 ng/mL e sua meia-vida no 

organismo oscila de 2,5 a 3 horas (HALLER et al., 2005; HALLER et al., 2008; 

ROSSATO et al., 2011). Essa baixa concentração plasmática e curta meia-vida 

ocorrem principalmente porque posteriormente a ingestão, a maior fração do 

composto absorvido no intestino (30-90%) chega ao fígado por meio da veia porta, 

onde a sinefrina tem transformação e metabolização hepática rápida (DA SILVA-

PEREIRA et al., 2016).  

De acordo com Haller et al. (2005), a sinefrina é metabolizada por enzimas 

mitocondriais chamadas monoamina oxidases (MAOs) em ácido p-hidroximandélico. 

Os experimentos realizados por Suzuki et al. (1979), por exemplo, demonstraram a 

capacidade de MAOs na transformação de sinefrina com mitocôndrias isoladas de 
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cérebro de ratos e, estudos de farmacocinética mostraram que essa reação é exercida 

predominantemente no fígado, seu principal sítio de ação (DA SILVA-PEREIRA et al., 

2016). Depois disso, ainda no fígado, sinefrina também pode sofrer metabolismo de 

fase II principalmente por glucuronidação, realizada por enzimas UDP-

glicuroniltransferases (UGTs), e sulfatação, promovida por enzimas sulfotransferases 

(SULTs) (IBRAHIM et al., 1983). Nos seres humanos, dados disponíveis sobre 

excreção demonstram que sinefrina, seja na sua forma meta ou para, quando 

consumida oralmente, pode ser eliminada dentro de 16 a 24 horas na urina (KUSU et 

al., 1996; HAAZ et al., 2006) e a presença de ácido p-hidroximandélico foi 

comprovadamente o principal produto metabólico encontrado na excreção urinária 

(SUZUKI et al., 1979).  

A utilização de sinefrina como suplemento alimentar para perda de peso se 

intensificou por causa de dois importantes fatores. Inicialmente, conforme 

demonstrado na Figura 1, devido às suas semelhanças estruturais químicas com 

agentes simpaticomiméticos como a efedrina, noradrenalina e norepinefrina, que 

atualmente se encontram proibidos pela Organização Internacional Antidoping (World 

Antidoping Agency - WADA) para a utilização como estimulantes físicos (STOHS; 

BADMAEV, 2016).  

 

Figura 1. Comparação entre as estruturas químicas de sinefrina, efedrina, epinefrina 
(adrenalina), norepinefrina (noradrenalina) e de anfetamina.  
 

 

Fonte: Imagem adaptada de Stohs, Preuss e Shara (2011). 
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Posteriormente, também foi verificado que devido às suas propriedades de 

ligação aos receptores adrenérgicos, sinefrina possui ação farmacológica similar ao 

de anfetaminas e aminas adrenérgicas (SCHMITT et al., 2016). Essa ação 

farmacológica de sinefrina ocorre com baixa afinidade de ligação com os receptores 

α-1 e α-2, bem como os adrenoreceptores β-1 e β-2 (STOHS; PREUSS; SHARA, 

2011). Entretanto, conforme demonstrado na Figura 2, as ações ergogênicas de 

sinefrina são mediadas principalmente porque esta substância realiza a ativação dos 

receptores adrenérgicos β-3, levando assim, ao aumento da taxa metabólica, aumento 

na pressão sanguínea, elevação da frequência cardíaca, lipólise, inibição de apetite e 

termogênese (FUGH-BERGMAN; MYERS, 2004; CUI et al., 2015; RATAMESS et al., 

2015).  

 

Figura 2. Resumo gráfico dos efeitos da sinefrina após sua ingestão em suplementos 
alimentares termogênicos, de acordo com a revisão feita por Stohs, Preuss e Shara 
(2012). 
 

 

Fonte: Diego Luís Ribeiro, 2014. 
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Publicações disponíveis onde os efeitos de sinefrina presentes em suplementos 

termogênicos foram testados, relatam que esta substância também pode aumentar a 

TMR (STOHS; PREUSS; SHARA, 2011) e possuir efeitos inibitórios nas enzimas α-

amilase e α-glicosidase (TASLIMI; AKINCIOGLU; GÜLÇIN, 2017). Geralmente, 

substâncias com potencial de inibir a enzima α-glicosidase ajudam a diminuir os níveis 

de glicose no sangue após o consumo de alimentos e podem possuir potencial no 

desenvolvimento de medicamentos para o controle da diabetes (TASLIMI; 

AKINCIOGLU; GÜLÇIN, 2017).  

Por causa de sua metabolização rápida, modo de ação farmacológico similar 

ao de anfetaminas e sua estrutura química semelhante a agentes simpaticomiméticos, 

estudos sobre perigo, risco, eficácia e segurança de sinefrina geram inúmeras 

publicações na literatura sobre a presença ou ausência de possíveis efeitos adversos, 

principalmente em modelos in vivo e em humanos. De um lado, relatos de casos 

publicados com humanos têm associado os suplementos termogênicos contendo 

sinefrina com vários efeitos adversos, como infarto do miocárdio (THOMAS et al., 

2009), acidente vascular cerebral isquêmico (BOUCHARD et al., 2005), hipertensão 

arterial aguda (MOADDEB; TOFADE; BEVINS, 2011) e taquicardia (FIRENZUOLI; 

GORI; GALAPAI, 2005). Também foram relatados, em modelos laboratoriais e em 

seres humanos, efeitos tóxicos como ação adrenérgica inespecífica e exoftalmia 

(protrusão anormal ou projeção de um ou ambos globos oculares), relacionados com 

a utilização de produtos contendo este proto-alcalóide (BUI; NGUYEN; AMBROSE, 

2006; GANGE et al., 2006; ARBO et al., 2009; STOHS, 2010; DE OLIVEIRA et al., 

2014).  

Por outro lado, apesar dos efeitos adversos descritos anteriormente, estudos 

epidemiológicos em seres humanos e experimentos com modelos laboratoriais in vivo 

relatam a ausência de efeitos adversos causados pela sinefrina, principalmente 

quando testada sem a combinação de outras substâncias como cafeína (RATAMESS 

et al., 2015; STOHS; BADMAEV, 2016; BAKHIYA et al., 2017; STOHS, 2017). Haller 

et al. (2005), ao examinarem os efeitos no sistema cardiovascular de um suplemento 

contendo somente sinefrina e um suplemento dietético multi-componente com 

sinefrina e cafeína, observaram que somente o suplemento com a associação entre 

os componentes termogênicos sinefrina e cafeína causou efeitos hipertensivos e 

taquicardias, enquanto o suplemento somente com sinefrina não demonstrou 

ocasionar maiores complicações. Em última revisão detalhada, Stohs (2017) 
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comparou resultados publicados em periódicos científicos de estudos in vitro, in vivo 

com animais e de mais de 30 trabalhos com dados pré-clínicos em humanos, onde 

parâmetros hemodinâmicos e cardiovasculares foram avaliados, e observou que 

sinefrina sem a combinação de outros compostos como cafeína e chá verde, não é 

capaz de causar quaisquer tipos de efeitos adversos.  

Apesar das controvérsias relatadas anteriormente sobre a indução ou não de 

efeitos adversos em usuários de suplementos termogênicos, alguns dados sobre o 

mecanismo de ação de sinefrina continuam sem definições claras ou então sem dados 

suficientes para obtenção de possíveis conclusões. Um exemplo, é que nenhuma 

publicação em literatura realizou a avaliação do potencial de sinefrina em induzir morte 

celular (citotoxicidade) combinando diferentes ensaios celulares e utilizou como 

modelo células oriundas de órgãos alvos da ação dessa substância, como linhagens 

hepáticas, gástricas e intestinais. Apenas estudos de toxicidade em animais foram 

realizados pelo National Center for Toxicological Research em conjunto com a Food 

and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América para avaliação da 

segurança do extrato de laranja amarga e de sinefrina (HANSEN et al., 2011, 2012, 

2013). 

Além disso, até este momento, os estudos que analisaram o extrato de Citrus 

aurantium ou sinefrina na sua forma isolada, demonstraram a segurança e a ausência 

de perigo diretamente atribuídas a este composto (STOHS, 2017). Todavia, as 

recentes revisões e publicações disponíveis na literatura destacam apenas 5 estudos 

onde o potencial de sinefrina em causar danos primários ao DNA (genotoxicidade) ou 

induzir quebras e/ou perdas cromossômicas (mutagenicidade), foram avaliados 

(STOHS, 2017; BAKHIYA et al., 2017). A avaliação do impacto de sinefrina sobre o 

material genético após exposições em diversas concentrações faz parte dos estudos 

de perigo de uma substância, e estes trabalhos ou não foram realizados em células 

humanas ou então utilizaram células humanas in vitro, porém apresentaram 

resultados que são inconclusivos.  

Por fim, também existem ainda dúvidas sobre o potencial pró-oxidativo de 

sinefrina, pois relatos evidenciam que após sua metabolização, metabólitos 

secundários podem induzir a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

assim, direta ou indiretamente, contribuir com mecanismos de toxicidade da sinefrina 

(KOVACIC; COOKSY, 2005) e promover alterações no estado redox intracelular. Por 

causa dessas lacunas citadas anteriormente, são necessários ainda, a obtenção de 



9 
 

mais dados utilizando linhagem de células humanas in vitro que apliquem os ensaios 

de citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e de estresse oxidativo para 

obtenção de resultados sobre o perigo da sinefrina, principalmente em células 

hepáticas, gástricas e colorretais.  

 

1.3. Citotoxicidade  

Para avaliar o possível perigo de uma substância, é indispensável e valiosa a 

obtenção de informações sobre a toxicidade desta substância em um modelo de 

cultura de células in vitro, que pode ser utilizado inicialmente para rastreio de 

toxicidade de compostos antes da avaliação em estudos com animais (ROTHEN-

RUTISHAUSER et al., 2008). Estes rastreios iniciais de toxicidade que utilizam 

modelos de culturas de células in vitro incluem experimentos com linhagens celulares 

primárias, linhagens celulares não tumorais imortalizadas, linhagens celulares 

tumorais e sistemas de cultura em 3D, que podem ser oriundas de vários tipos de 

tecidos (JUDSON et al., 2016).  

Nos últimos anos, devido ao desenvolvimento tecnológico, amplas baterias de 

ensaios in vitro que utilizam múltiplas tecnologias vêm sendo observadas. Existem 

muitas vias para induzir efeito tóxico, portanto, podem ser utilizadas diferentes 

técnicas para detecção da citotoxicidade. As diferenciações de células viáveis/não 

viáveis com métodos colorimétricos podem detectar, por exemplo, processos 

citotóxicos que promoveram a desintegração da membrana plasmática ou que 

induziram alterações no funcionamento de enzimas ou organelas. Somado a isso, 

também é possível realizar, com o auxílio de marcadores fluorescentes específicos, a 

avaliação de diversos mecanismos de indução de vias de morte celular (SCHERLIEß, 

2011; VINKEN; BLAAUBOER, 2017).  

Entre os ensaios baseados em detecções colorimétricas, o ensaio do 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT), que foi descrito inicialmente por Mosmann 

(1983), tornou-se um dos métodos mais utilizados para a determinação da viabilidade 

e da proliferação celular desde o seu desenvolvimento. O ensaio do MTT consiste na 

redução do sal de tetrazolium (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) em cristais de formazan (1-[4,5-dimetil-2-il]3,5-diphenylformazan) por 

enzimas desidrogenases que estão presente principalmente nas mitocôndrias, como 

por exemplo, a enzima da membrana interna succinato desidrogenase, e também em 



10 
 

outras organelas como o retículo endoplasmático de células viáveis (VAN TONDER; 

JOUBERT; CROMARTY, 2015). Estes cristais produzidos estão diretamente 

relacionados com a quantidade de células metabolicamente ativas e fornecem, de 

forma estimativa, a viabilidade celular (BERNHARD et al., 2003). Segundo Mosmann 

(1983), o ensaio do MTT serve como alternativa para medir proliferação, atividade 

celular e a citotoxicidade causada por diferentes substâncias. Assim, devido sua 

facilidade e funcionalidade, a utilização deste teste tornou-se importante como um 

primeiro screnning para determinação de concentrações a serem testadas em ensaios 

posteriores específicos.  

Outro teste colorimétrico muito utilizado em pesquisa básica é o Ensaio de 

Captação de Vermelho Neutro (Neutral Red Uptake Assay), sendo recomendado por 

agências regulatórias internacionais como um dos primeiros ensaios in vitro na 

avaliação de perigo de substâncias químicas (OECD, 2004). O ensaio do Vermelho 

Neutro (VN) baseia-se na capacidade de células viáveis em incorporar o corante 

vermelho neutro, que penetra nas membranas celulares e, por difusão passiva não 

iônica, concentra-se nos lisossomos, onde se liga aos radicais aniônicos e/ou grupos 

fosfatos da matriz lisossomal. O corante é então extraído das células viáveis e sua 

absorbância é quantificada utilizando um espectrofotômetro (REPETTO; DEL PESO; 

ZURITA, 2008). Segundo Repetto, Del Peso e Zurita (2008), o ensaio quantifica a 

viabilidade celular e pode ser utilizado para avaliar a replicação celular, efeitos 

citostáticos ou morte celular dependendo da densidade de células. Além disso, os 

autores ainda relatam que o procedimento é muito mais sensível, barato, apresenta 

menor interferência e não utiliza reagentes instáveis quando comparado ao MTT, por 

exemplo.  

Para se obter a melhor caracterização do potencial citotóxico de substâncias 

em teste que serão utilizadas como aditivos alimentares, pesticidas, cosméticos ou 

agentes farmacológicos, a escolha do melhor ensaio de citotoxicidade é fundamental. 

Em adição a isso, uma combinação de ensaios com diferentes alvos de ação 

(endpoints) é ainda mais importante para melhor validação de dados (FUKUSHIMA; 

TANAKA; YAMAMOTO, 2014). Segundo Vinken e Blaauboer (2017), para os estudos 

de citotoxicidade in vitro com substâncias químicas que apresentam poucas 

informações ou então para as quais não existe informação toxicológica pré-existente 

relevante, devem ser realizados pelo menos dois ensaios diferentes que avaliem 

diferentes endpoints.  
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A combinação das metodologias do MTT e do VN vem sendo considerada uma 

boa alternativa para ensaios de citotoxicidade in vitro. Como demonstrado no estudo 

de Borenfreund, Babich e Martin-Alguacil (1988), quando houve uma comparação de 

resultados entre os ensaios de MTT e VN para 28 compostos diferentes, a 

concordância aproximada entre os dois ensaios foi de 93,9% para a maioria dos 

valores de IC50, a concentração que promove a perda de viabilidade de 50% das 

células. Em estudos publicados por Clothier et al. (2013), onde foram testados 57 

diferentes compostos químicos neurotoxicantes e hepatotoxicantes em fibroblastos de 

ratos 3T3, foi demonstrado que os dois ensaios apresentaram correlação positiva de 

67,7%.  

Além disso, a associação de diferentes ensaios de citotoxicidade juntamente 

com a utilização de várias linhagens celulares provenientes de órgãos alvos da 

possível ação da substância e a escolha de tempos de exposição, são essenciais para 

reproduzir um painel integrado das respostas específicas do organismo, e assim, 

serem utilizados para avaliar os efeitos após exposição e para prever a toxicidade in 

vivo (MONTEIRO-RIVIERE et al., 2015). Levando-se em consideração que 

suplementos termogênicos são consumidos em forma de cápsulas, após sua 

ingestão, a sinefrina inicialmente é exposta no trato gástrico, posteriormente é 

absorvida no intestino e rapidamente chega ao fígado, onde é metabolizada. Uma 

excelente alternativa, por exemplo, seria avaliar e utilizar como modelos linhagens de 

células humanas gástricas, intestinais e hepáticas in vitro. 

No caso específico de sinefrina, existem resultados disponíveis na literatura 

onde ensaios de citotoxicidade foram executados em células hepáticas (CUI et al., 

2015), fibroblastos embrionários (ROH et al., 2014) e células musculares (HONG et 

al., 2012) de camundongos. Em células humanas, apenas um estudo avaliou os 

efeitos citotóxicos de sinefrina utilizando o ensaio do LDH, que avalia a integridade da 

membrana plasmática em células humanas intestinais in vitro (ROSSATO et al., 

2010). A pouca disponibilidade de dados e resultados onde foram empregadas 

linhagens celulares humanas provenientes de órgãos alvos da possível ação da 

sinefrina também são observadas em outras etapas essenciais na avaliação do seu 

perigo como, por exemplo, na identificação da genotoxicidade e mutagenicidade deste 

termogênico, no emprego de ensaios que analisem seus efeitos pró-oxidativos no 

estado redox intracelular e, por fim, em experimentos que analisem mais 

detalhadamente seu mecanismo de ação sobre a modulação da expressão gênica.  
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1.4. Genotoxicidade e Mutagenicidade  

A identificação do potencial genotóxico e mutagênico representa outra etapa 

crítica e decisiva na avaliação de perigo de compostos químicos, tais como fármacos, 

praguicidas, aditivos alimentares etc., sendo que agências regulatórias de vários 

países exigem a execução de uma série de ensaios de genotoxicidade e 

mutagenicidade para a liberação de produtos no mercado consumidor (FDA, 2006; JI 

et al., 2017). A mutagenicidade é um importante parâmetro que precisa ser 

adequadamente investigado durante o processo de avaliação de perigo de 

determinado produto. Outro fato importante é que historicamente, os testes de 

mutagenicidade têm sido aplicados para estudar o potencial carcinogênico de 

diferentes compostos, e muitos esforços para o desenvolvimento de ensaios in vitro e 

in vivo a curto prazo estão sendo realizados (POTTENGER; GOLLAPUDI, 2010). 

Na avaliação de perigo, a identificação de genotoxicidade e mutagenicidade 

baseia-se principalmente, em uma revisão inicial dos dados existentes na literatura 

juntamente com a execução de ensaios validados que determinem possíveis danos 

causados ao DNA por substâncias em bactérias e em células de mamíferos. Efeitos 

como quebras de fita simples e duplas do DNA ou a formação de aductos são 

considerados, quando os resultados são combinados de forma adequada, indicadores 

para prever a carcinogenicidade (PETKOV et al., 2015). As investigações em 

toxicologia genética, área da ciência que estuda os efeitos de agentes químicos na 

estrutura e composição do material genético, são parte da abordagem baseada em 

evidências para a detecção de carcinogenicidade em seres humanos. O novo desafio 

da genética toxicológica para as próximas décadas é desenvolver e aperfeiçoar testes 

de genotoxicidade e mutagenicidade com a redução do uso de animais.  

A utilização com maior frequência de ensaios in vitro, como métodos 

alternativos ao uso de animais, é uma das propostas da International Conference on 

Harmonisation (ICH) for Registration of Pharmaceutics for Human Use (ELLIS et al., 

2013). Entre as principais agências regulatórias mundiais, a utilização de modelos in 

vitro para a determinação da genotoxicidade e mutagenicidade é considerado, 

juntamente com os ensaios de citotoxicidade, como um dos primeiros passos para a 

identificação de potencial perigo de uma substância (FRÖHLICH; SALAR-BEHZADI, 

2014; GALLOWAY, 2017).  
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Para a avaliação de genotoxicidade e mutagenicidade de substâncias 

químicas, tipicamente, tem sido exigido uma abordagem em pelo menos três baterias 

(níveis) de testes e, atualmente, dependendo dos resultados iniciais obtidos nestes 

ensaios preliminares, uma quarta abordagem é solicitada por algumas agências 

reguladoras (ex: União Européia e Coréia do Sul). No nível I são inclusos os ensaios 

de mutação gênica reversa bacteriana, como por exemplo, o teste de Ames. Já no 

nível II, é recomendada a realização de um ensaio de mutagenicidade in vitro em 

células de mamíferos metabolizadoras e não metabolizadoras, como por exemplo, o 

ensaio do micronúcleo (MN). No nível III, é solicitada a execução de um ensaio in vivo 

de mutagenicidade, podendo ser o ensaio de aberrações cromossômicas em células 

de medula óssea de mamíferos ou, então, o teste do MN em eritrócitos (PETKOV et 

al., 2015). Por fim, caso seja necessário a realização de nível IV, ensaios que avaliem 

mutações gênicas e aberrações cromossômicas em células germinativas in vivo 

devem ser realizados (JI et al., 2016). 

Entre os ensaios citados, o teste do MN tem se mostrado um estabelecido 

biomarcador da instabilidade cromossômica induzida por agentes mutagênicos, e 

tornou-se um dos ensaios validados e recomendados por guidelines das principais 

agências regulatórias internacionais (KIRSCH-VOLDERS et al., 2014). A capacidade 

de identificação de MNs, que são formados por fragmentos cromossômicos ou 

cromossomos inteiros que se atrasaram durante a anáfase, possibilita a investigação 

do mecanismo de ação de diferentes agentes mutagênicos que induzem a formação 

dos MNs, a morte celular e a instabilidade genômica (BONASSI et al., 2007; 

MIGLIORE et al., 2011; LUZHNA; KATHIRIA; KOVALCHUK, 2013).  

A formação de MNs muitas vezes é observada em pacientes com câncer, e a 

hipótese de uma associação entre a frequência de MNs e desenvolvimento da 

carcinogênese é apoiada por uma série de estudos que demonstraram suas altas 

frequências em pacientes com diversos tipos de neoplasias, e em indivíduos afetados 

por doenças crônicas (ex: diabetes mellitus), neurodegenerativas (ex: Alzheimer) ou 

autoimunes, os quais são propensos ao desenvolvimento de neoplasias 

(NERSESYAN et al., 2016). Além disso, uma série de estudos colaborativos 

internacionais demonstraram que a frequência basal de MNs em indivíduos sadios 

pode ser um bom preditor para um possível desenvolvimento de carcinogênese no 

futuro (MAFFEI et al., 2014; MILIC et al., 2015). 
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Nos últimos anos, em adição aos ensaios normalmente exigidos na avaliação 

do perigo de substâncias químicas, métodos empregados para a detecção dos efeitos 

biológicos iniciais induzidos no DNA pelos agentes genotóxicos vem sendo aceitos 

como ensaios alternativos. O ensaio do cometa (comet assay ou single-cell gel 

elecrophoresis, SCGE) vem demonstrando um aumento de popularidade como um 

método alternativo estabelecido. O exemplo disso foi a publicação do Guideline Nº 

489: In vivo Mammalian Alkaline Comet Assay pela Organização para Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (Organization for Economic Cooperation and 

Development – OECD) em setembro de 2014.  Em alguns casos, o ensaio cometa é 

classificado e considerado como ensaio “indicador” por agências regulatórias como a 

European Chemicals Agency (ECHA), reforçando ainda mais sua importância e 

reprodutibilidade para investigação de danos causados no material genético (JI et al., 

2016).  

O ensaio do cometa foi, originalmente, proposto para quantificar quebras de 

fitas duplas do DNA. Em seguida, o protocolo foi modificado a fim de identificar vários 

outros tipos de lesões, tais como quebras de fita simples, sítios álcali-lábeis e com 

mais algumas modificações, a presença de bases oxidadas. Devido à sua 

simplicidade e rapidez, o ensaio do cometa também tem sido usado para estudos de 

exposição ocupacional e intervenções dietéticas com antioxidantes e suplementos 

alimentares (COLLINS et al., 2014). Nos últimos anos, esforços do Japanese Center 

for the Validation of Alternative Methods (JaCVAM) em colaboração com o European 

Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) vem sendo realizados para 

elaboração de um protocolo para o ensaio cometa in vitro, visando diminuir as 

variações intra e interlaboratorais desta técnica e estabelecer esta metodologia como 

um validado ensaio em avaliações de perigo para substâncias químicas (KOPPEN et 

al., 2017). 

Como destacado anteriormente nos ensaios de citotoxicidade, é de essencial 

importância para compreender o impacto da exposição de sinefrina em células 

humanas, utilizar como modelo linhagens celulares derivadas dos chamados órgãos 

alvos de ação dessa substância. Porém, para obtenção e validação dos dados sobre 

os efeitos genotóxicos e mutagênicos causados por substâncias, as linhagens 

celulares escolhidas devem possuir certas características. Para a execução dos 

ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade in vitro, o ECVAM sugere que as 

linhagens celulares sejam proficientes no sistema de reparo de DNA, que possuam o 
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gene TP53 não silenciado e que, de preferência, o modelo escolhido expresse 

enzimas de metabolização de xenobióticos de fase I e II (KIRKLAND et al., 2007; 

FOWLER et al., 2012).  

Uma linhagem celular in vitro considerada como ótimo modelo experimental 

para detecção de compostos genotóxicos que são principalmente metabolizados no 

fígado, como a sinefrina, é a linhagem de células humanas HepG2, que são células 

derivadas de hepatocarcinoma humano. De acordo com Knausmüller et al. (2004), 

estas células possuem a expressão de algumas enzimas de metabolização de fase I 

e II e, embora seja uma linhagem tumoral, ela ainda apresenta diversas características 

de células hepáticas não tumorais, como proteína p53 funcionalmente ativa e sistema 

de reparo de DNA eficiente.  

Outro bom modelo de cultura de células in vitro para estudos de genética 

toxicológica com substâncias que possuem ação no trato gastrintestinal é a linhagem 

de células humanas intestinais Caco-2, que são células derivadas do epitélio intestinal 

e apresentam sistema de reparo de DNA, algumas enzimas metabolizadoras de fase 

I e de fase II, e ademais, uma alta capacidade de absorção de compostos, tanto em 

sua forma diferenciada quanto indiferenciada para estudos de toxicidade (SAMBUY et 

al., 2005; NATOLI et al., 2012; KISS et al., 2014; TARANTINI et al., 2015). Por fim, 

para estudos com sinefrina, ao se considerar que a principal forma de ingestão deste 

termogênico ocorre de forma oral, utilizar uma cultura de células não tumorais 

derivadas do epitélio gástrico in vitro como sistema teste poderia também adicionar 

importantes informações nas avaliações de citotoxicidade, genotoxicidade e 

mutagenicidade em células humanas envolvidas diretamente na absorção e 

metabolização deste suplemento termogênico. 

Para sinefrina, até o presente momento, é observado um baixo número de 

publicações que investigaram o impacto deste termogênico sobre a estabilidade do 

material genético. Em revisão feita por Bakhiya et al. (2017), os autores citaram 

apenas um estudo in vitro, realizado em células L5178Y de linfoma de ratos, que 

verificou a ausência de potencial mutagênico da sinefrina. Na revisão mais recente, 

Stohs (2017) descreveu apenas quatro estudos onde ensaios de genética toxicológica 

foram executados em modelos in vitro para verificação de perigo da sinefrina, sendo 

que para ensaios recomendados por agências regulatórias, apenas um desses 

trabalhos avaliou os efeitos genotóxicos e mutagênicos da sinefrina e seus 

metabólitos em células humanas in vitro.  
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Por isso, conforme observado nos dados disponíveis na literatura, as 

propriedades genotóxicas e mutagênicas da sinefrina não foram investigadas em 

estudos anteriores utilizando linhagens celulares humanas hepáticas, intestinais e 

gástricas in vitro. Portanto, estudar e compreender o impacto da exposição de 

sinefrina sobre o material genético de células humanas consideradas modelos 

experimentais para esse tipo de verificação e, utilizar ensaios que são aceitos como 

alternativos ou recomendados por agências regulatórias internacionais, é de essencial 

relevância na avaliação do seu perigo. Outro dado pontual a ser avaliado é estudar o 

potencial pró-oxidativo de sinefrina, pois a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), direta ou indiretamente, foi citada como um dos possíveis mecanismos de 

toxicidade da sinefrina e pode contribuir na promoção de danos genotóxicos e 

mutagênicos em células humanas.  

 

1.5. Estresse Oxidativo 

Entre as vias que são diretamente alteradas pelo consumo de compostos da 

dieta, como os suplementos alimentares, está a via de estado redox celular. 

Essencialmente, o estado redox celular é definido como a soma das moléculas redox-

ativas com potencial de redução e de oxidação (POTTERS; HOREMANS; JANSEN, 

2010). Para manutenção da homeostase celular, é fundamental a presença de um 

equilíbrio no número dessas moléculas citadas anteriormente. Entretanto, um 

desequilíbrio entre a produção de radicais livres e metabólitos reativos, os chamados 

pró-oxidantes, e a sua eliminação por mecanismos de proteção, como os sistemas 

antioxidantes, geram o chamado estresse oxidativo (HALLIWELL, 1996; HALLIWELL, 

2007). É bem estabelecido que radicais livres, tais como peróxido de hidrogênio 

(H2O2), radical superóxido (O2
•-), radical hidroxil (OH•) e o oxigênio singlete (1O2) são 

os principais causadores do estresse oxidativo, que está diretamente associado a 

danos em macromoléculas e também no desenvolvimento da carcinogênese 

(GURER-ORHAN; SABIR; ÖZGÜNEŞ, 2004).  

De forma mais específica, no material genético, a interação das espécies 

reativas com o DNA pode inicialmente, induzir a formação de bases oxidadas na 

estrutura de dupla hélice ou modificar o pool de nucleotídeos livres presentes no meio 

intracelular, os quais depois podem causar vários outros efeitos deletérios 

(HAGHDOOST et al., 2005). Não havendo eficiente reparo de DNA, bases oxidadas 
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podem causar substituições de nucleotídeos do tipo transversões de G:C para T:A, 

enquanto que a incorporação de nucleotídeos oxidados livres no citoplasma, em ciclos 

celulares posteriores, conduzirá para transversões de A:T para C:G (SVOBODA; 

HARMS-RINGDAHL, 1999).  

Estes tipos de danos ao DNA podem levar ao processo carcinogênico 

principalmente quando afetam duas classes de genes essenciais. Uma dessas 

classes são os proto-oncogenes, que são genes relacionados ao controle da 

progressão do ciclo celular, onde substituições de nucleotídeos levam a sua ativação 

e expressão continua (oncogenes), ocasionando a proliferação celular descontrolada. 

Ou então, quando as substituições afetam genes supressores tumorais, que são os 

genes envolvidos no controle do ciclo celular, apoptose, resposta à danos e reparo do 

DNA, a expressão desses genes é inativada e reprimida (MARNETT, 2000). 

Em outra forma de ação, os radicais livres gerados durante o estresse oxidativo 

podem interagir com o DNA de forma direta ocasionando efeitos extremamente 

deletérios como aductos, crosslinks e quebras de fitas simples e duplas (FEDERICO 

et al., 2007). Estudos também sugerem que espécies reativas podem influenciar no 

desenvolvimento da carcinogênese por meio do ataque sobre os mecanismos de 

reparo do DNA, diminuindo a fidelidade da síntese de novo do DNA, bem como efeitos 

adicionais sobre o ciclo celular, apoptose e necrose (HALLIWELL, 2007; DA COSTA; 

BADAWI; EL-SOHEMY, 2012).  

Além do processo carcinogênico, também estão associadas ao estresse 

oxidativo por meio destes mecanismos citados anteriormente, o desenvolvimento de 

outras doenças crônicas, incluindo doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, 

inflamações, diabetes mellitus, arteriosclerose e envelhecimento (ALIEV et al., 2014; 

GUPTA et al., 2015). Os principais tipos de lesões causadas por espécies reativas, 

principalmente as espécies reativas de oxigênio (EROs), são demonstradas na Figura 

3.  
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Figura 3. Possíveis danos causados em macromoléculas devido ao acúmulo de 
Espécies Reativas de Oxigênio (EROs).  
 

 

Fonte: Imagem adaptada de Nersesyan et al. (2016). 

 

Como citado anteriormente, um dos possíveis efeitos adversos da sinefrina 

pode estar associada justamente com a geração de estresse oxidativo (ARBO et al., 

2009; HONG et al., 2012). Entretanto, o potencial pró-oxidativo da sinefrina continua 

sem definições claras ou sem dados suficientes para obtenção de possíveis 

conclusões. De início, é bem estabelecido que as anfetaminas e aminas adrenérgicas, 

classes de substâncias nas quais sinefrina tem ação farmacológica similar, aumentam 

a produção de EROs por meio do estímulo das funções mitocondriais, da auto 

oxidação de dopamina via reação de Fenton e ativação dos receptores de glutamato 

que induzem a formação de radicais superóxido (O2
•-) (ROSSATO et al., 2011).  

Existem ainda, relatos sobre o processo de metabolização da sinefrina onde os 

metabólitos produzidos são mencionados como geradores de radicais livres. Sinefrina 

é metabolizada e transformada intracelularmente por enzimas mitocondriais 

monoamina oxidases (MAOs) em ácido p-hidroxalmandélico. De acordo com Grandy 

(2007), o produto metabólico ácido p-hidroxalmandélico é relacionado com a produção 

de EROs, mais especificamente na geração de peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Ademais, estudos prévios demonstraram que sinefrina em misturas complexas com 

outros componentes pode alterar o estado redox intracelular e promover danos renais 

e hepáticos em animais in vivo (SCHMITT et al., 2016).  
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Para a obtenção de dados sobre efeitos pró-oxidativos de substâncias 

químicas, existem inúmeras avaliações com biomarcadores de estresse oxidativo, 

onde é possível realizar a quantificação de produtos de lipídios oxidados de 

membranas celulares, como o Malondialdeído (MDA) ou Isoprostanos, marcadores de 

oxidação de bases do DNA como, por exemplo, a 8-oxo-dihidroguanosina  (8-OHdG) 

ou então, também é viável quantificar a emissão de fluorescência gerada por sensíveis 

marcadores fluorescentes intracelulares como a 2′,7′-diclorodihidrofluoresceína 

diacetato (H2DCFDA) (DA COSTA; BADAWI; EL-SOHEMY, 2012).  

Outra forma alternativa para avaliação de estresse oxidativo é utilizar a própria 

maquinaria celular de defesa que age em resposta a ação de radicais livres. Para 

evitar o desbalanço redox, as células possuem um sistema de defesa antioxidante que 

pode atuar por meio de uma ação detoxificadora, removendo ou inativando o agente 

oxidante. A ação de enzimas como superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa redutase (GR), glutationa sintase (GS), glutationa s-transferase (GST), 

glutationa peroxidase (GPx) e glutationa reduzida (GSH) fazem parte do sistema 

antioxidante que protege as células eucarióticas contra a ação de EROs e Espécies 

Reativas de Nitrogênio (ERN) (VALKO et al., 2007). O uso de biomarcadores e 

ensaios que quantificam a atividade dessas enzimas é atualmente de grande interesse 

na avaliação de estresse oxidativo (HWANG; KIM, 2007).  

 

1.6. Expressão Gênica 

As principais propostas na agenda da toxicologia genética incluem também a 

aplicação de novas tecnologias e ferramentas de biologia molecular, tais como o uso 

de técnicas para estudos em genômica, transcriptômica e proteômica, para a 

complementação de resultados obtidos préviamente (MAHADEVAN et al., 2011; 

FROHLICH; SALAR-BEHZADI, 2014). Os compostos da dieta, assim como qualquer 

outra substância, também possuem a capacidade de interferir na expressão gênica e 

nos processos de transcrição e tradução de proteínas e enzimas (TRUJILLO; DAVIS; 

MILNER, 2006). Dentro deste contexto, investigar as alterações induzidas por 

substâncias consumidas na dieta na expressão de genes comprovadamente 

envolvidos em diversos processos celulares, juntamente com o emprego de 

metodologias elaboradas para sua aplicação, se torna uma alternativa interessante a 

ser explorada (BENICIO, 2014). 
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A técnica de transcrição reversa seguida da Reação em Cadeida da Polimerase 

(Polymerase Chain Reaction – PCR) em tempo real (RT-qPCR), uma variante 

metodológica da PCR convencional, revolucionou os estudos de expressão gênica, e 

tem sido uma das principais tecnologias elucidatórias da era pós-genômica, 

garantindo inúmeras vantagens sobre outras técnicas (DEEPAK et al., 2007; 

VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). A RT-qPCR possibilitou o estudo 

quantitativo da expressão de genes a nível de transcritos em várias áreas do 

conhecimento, entre elas a de genética toxicológica, e tornou-se o método usualmente 

escolhido para analisar, caracterizar ou confirmar a expressão de um gene ou vários 

genes, validar experimentos de microarranjos (microarrays), comparar níveis de 

mRNA (RNA mensageiro) e miRNA (microRNAs) em diferentes amostras e quantificar 

transcritos raros (ex: RNAs não codificadores e circulantes) e pequenas alterações na 

expressão de genes, ou seja, na quantificação de RNA, onde as vezes quantidades 

limitadas destas moléculas estão disponíveis. Sendo assim, a técnica de RT-qPCR é 

considerada de alto padrão para quantificação de vários tipos de RNAs (DEEPAK et 

al., 2007; VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). 

A avaliação dos efeitos da sinefrina sobre a expressão gênica de células 

humanas in vitro utilizando-se da metodologia de RT-qPCR também é limitada. Entre 

os estudos disponíveis, apenas Roh et al. (2014) analisaram os efeitos da sinefrina 

sobre os níveis de transcritos do gene Ccl11, que codifica o mediador crítico no 

desenvolvimento da inflamação eosinofílica eotaxin-1, na linhagem de fibroblastos de 

ratos NIH/3T3. Porém, resultados dos efeitos da sinefrina sobre a expressão gênica 

de diversas vias de sinalização intracelular para obtenção dos seus possíveis 

mecanismos de ação em células humanas ainda estão indisponíveis.  

Devido à estrutura química semelhante a agentes simpaticomiméticos e a sua 

ação farmacológica similar ao de anfetaminas e aminas adrenérgicas (SCHMITT et 

al., 2016), uma possibilidade é que esta substância altere a expressão gênica em vias 

comumente estudadas nos seus análogos. Suplementos termogênicos que possuem 

agentes simpaticomiméticos em suas composições geralmente promovem a 

expressão de genes do metabolismo energético para aumentar o gasto de calorias, 

estimular o aumento de absorção de glicose, promover a oxidação de ácidos graxos 

e a glicólise (HONG et al., 2012).  
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Neste caso, uma das alternativas é estudar os efeitos da sinefrina sobre a via 

de sinalização de “Proteínas Quinases Ativadoras de Adenosina Monofosfato Cíclica” 

(cAMP), ou do inglês AMPK (Adenosine Monophosphate-activated protein  

kinase) Signaling Pathway. A via de sinalização de AMPK atua como regulador central 

do metabolismo de lipídios e glicose, pois estimula processos catabólicos como a 

oxidação de ácidos graxos e glicólise para fornecimento de suprimento para obtenção 

de energia e, de forma contrária, age inibindo a síntese de glicogênio 

(gluconeogênese), lipídios e proteínas (HARDIE, 2014). Além disso, as quinases 

efetoras de AMPK são responsáveis por coordenar uma ampla variedade de 

processos celulares como: (I) proliferação, estimulando por fosforilação a cascata de 

PI3K/AKT/mTOR e aumentando a transcrição de proto-oncogenes (ex: RAS); (II) 

biogênese mitocondrial; (III) autofagia e diferenciação celular, por meio de aumento 

de transcrição de sirtuinas (ex: SIRT1); e (IV) regulação de transcrição, por meio de 

inibição de enzimas histonas desacetilases (MIHAYLOVA; SHAW, 2011). A cascata 

de sinalização desta via e a possível cascata de sinalização estimulada por sinefrina 

e seus análogos estão resumidos abaixo na Figura 4. 
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Figura 4. Cascata de sinalização da via de AMPK, suas respectivas funções em células 
humanas e possível mecanismo de ação da sinefrina nesta via em células humanas. 

 

Fonte: Imagem adaptada de QIAGEN (2017). 
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Outra possibilidade interessante, para complementação de dados obtidos em 

ensaios de genotoxicidade, mutagenicidade e estresse oxidativo, seria avaliar a 

expressão de genes relacionados com a via de sinalização de respostas à danos no 

DNA (DNA damage response Signaling). Nesta via, genes codificadores de proteínas 

quinases sinalizadoras são prontamente ativados e expressos quando danos na 

molécula de DNA são detectadas. Então, estas quinases fosforilam outras proteínas 

a jusante que estimulam parada de ciclo celular e promovem a ativação de genes 

supressores tumorais, como por exemplo, o gene TP53 que atua nas respostas aos 

diversos estresses celulares causados induzindo a expressão de genes que 

promovem parada de ciclo celular, morte celular e principalmente, o reparo de DNA 

(SPEIDEL, 2015). 

Desta forma, com as problemáticas apresentadas em todos os tópicos dessa 

introdução, fica evidente a necessidade da realização de estudos que executem 

ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e estresse oxidativo em 

associação com experimentos que avaliem a modulação de expressão gênica, para o 

entendimento dos possíveis perigos causados pela sinefrina, principalmente em 

linhagens celulares humanas oriundas de órgãos alvos da ação dessa substância 

quando consumida por usuários de suplementos termogênicos, como o estômago, 

intestino e fígado. Sendo assim, a hipótese básica examinada neste projeto foi a de 

que sinefrina, por meio de ação indireta promovida pela geração de EROs e 

consequente geração de estresse oxidativo, tenha causado citotoxicidade, danos ao 

DNA (efeitos genotóxicos), instabilidade cromossômica (efeitos mutagênicos) e 

alterações na expressão de transcritos de genes envolvidos nas vias de metabolismo 

enérgico e resposta a danos no DNA em linhagens de células humanas hepáticas 

(HepG2), gástricas (GAS) e intestinais (Caco-2) in vitro.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

O presente trabalho teve como objetivo investigar as propriedades citotóxicas, 

genotóxicas e mutagênicas da sinefrina em células hepáticas tumorais (HepG2), 

células colorretais humanas (Caco-2) e em células gástricas não tumorais (GAS) in 

vitro. Além disso, também foram avaliados parâmetros bioquímicos associados ao 

estado redox intracelular e alterações no perfil de expressão gênica por RT-qPCR. 

 

2.2. Objetivos Específicos  

 
• Avaliar a atividade citotóxica da sinefrina em diferentes concentrações em células 

hepáticas, gástricas e intestinais humanas in vitro; 

 

• Investigar os possíveis efeitos antiproliferativos da sinefrina; 

 

• Determinar a ação genotóxica da sinefrina; 

 

• Estudar o possível efeito mutagênico da sinefrina; 

 

• Avaliar a atividade pró-oxidativa da sinefrina; 

 

• Realizar a mensuração das enzimas antioxidantes Glutationa (GSH), Catalase 

(CAT), Superóxido Dismutase mitocondrial (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx) e 

quantificar o produto de peroxidação lipídica Malondialdeído (MDA) para 

verificação de alterações no estado redox intracelular causados pela sinefrina; 

 

• Determinar o perfil de expressão de genes relacionados com vias de sinalização 

de resposta a danos no DNA e do metabolismo energético após tratamentos com 

sinefrina para melhor compreensão dos mecanismos de ação dessa substância. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Reagentes Químicos  

Sinefrina (p-sinefrina - HOC6H4CH[CH2NHCH3]OH;  CAS: 94-07-5), metil 

metanosulfonato (MMS - CAS: 66-27-3), MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazólio – CAS: 57360-69-7), vermelho neutro (CAS: 553-24-2), azul de 

bromofenol (CAS: 34725-61-6), ácido tricloroacético (CAS: 76-03-9), citocalasina-B 

(CAS: 14930-96-2), benzo[a]pireno (CAS: 50-32-8), citrato de sódio (CAS: 6132-04-

3), ácido perclórico (CAS: 7601-90-3), formaldeído (CAS: 50-00-0), laranja de acridina 

(CAS: 494-38-2), metanol (CAS: 67-56-1), ácido acético (CAS: 64-19-7), triton X-100 

(CAS: 9002-93-1),  2′,7′-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA) (CAS: 4091-

99-0), ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) (CAS: 504-17-6) e 1,1,3,3-tetraetoxipropano (MDA) 

(CAS: 122-31-6) foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Reagentes 

utilizados para cultivo celular como meios de cultura, soro bovino fetal (SBF), tripsina 

e antibióticos são provenientes de Gibco (Grand Island, EUA). Os reagentes para 

execução do ensaio cometa (agarose, gel red e sais de lise) foram obtidos de 

Invitrogen (Eugene, EUA). Para análise de ciclo celular o kit CycleTest™ Plus DNA 

Reagent Kit (Cat. Nº 340242) foi obtido de Becton Dickinson (Franklin Lakes, EUA). 

Para as quantificações de glutationa reduzida (GSH), catalase (CAT) e superóxido 

dismutase mitocondrial (SOD) foram utilizados os kits ThiolTracker™ Violet 

(Glutathione Detection Reagent) (Cat. Nº T10095), Amplex Red Catalase Assay (Cat. 

Nº A22180) e MitoSOX™ Mitochondrial Superoxide Indicator (Cat. Nº M36008), 

respectivamente, e todos foram obtidos de Invitrogen Molecular Probes (Eugene, 

EUA). Na quantificação de glutationa peroxidase (GPx), o kit Glutathione Peroxidase 

Activity Colorimetric Assay (Cat. Nº K762-100) foi obtido de Biovision Inc. (Milpitas, 

EUA). Na realização dos experimentos de expressão gênica por RT-qPCR, o kit 

PureLink® RNA Mini Kit (Cat. Nº 12183018A) e o reagente DNase I Amplification 

Grade (Cat. Nº 18068015) foram obtidos de Invitrogen Molecular Probes (Eugene, 

EUA). Já o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Cat. Nº 4368814), o 

reagente PowerUp SYBR Green Master Mix (Cat. Nº 4368577) e os materiais 

MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Cat. Nº 4346907) e MicroAmp® Clear 

Adhesive Film (Cat. Nº 4306311) foram obtidos de Applied Biosystems (Carlsbad, 

EUA). 
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3.2. Linhagens Celulares e Condições de Cultivo 

Todos os procedimentos de cultura de células in vitro foram realizados em 

capelas de fluxo laminar da Classe II e tipo 1A do modelo Bioprotector VSFL-09 

(VecoFlow Ltda. – Campinas, Brasil). Os procedimentos para manutenção de 

linhagens celulares seguiram as recomendações propostas por Bal-Price e Coecke 

(2011). 

Células de hepatocarcinoma humano (HepG2) foram obtidas de ATCC 

(American Type Culture Collection; Cat. Nº HB-8065) e gentilmente cedida pelo 

Hemocentro do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (USP). As células HepG2 foram mantidas em DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium; Gibco - Carlsbad, EUA) com 10% de SBF, 1% 

de mix antibiótico/antimicótico (10000 unidades/mL penicilina, 10000 µg/mL de 

estreptomicina e 25 µg/mL anfotericina B) e 0,024% de bicarbonato de sódio. A 

linhagem de células de adenocarcinoma colorretal humana (Caco-2) foi obtida do 

Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ; Cat. Nº 0059) e foi mantida em DMEM (+) 

High Glicose com 20% de SBF, 1% de mix antibiótico/antimicótico (10000 

unidades/mL penicilina, 10000 µg/mL de estreptomicina e 25 µg/mL anfotericina B) e 

0,024% de bicarbonato de sódio.  

Adicionalmente, cultura de células do epitélio gástrico não tumorais (células 

GAS) foi gentilmente cedida pelo Laboratório de Citogenética Humana da 

Universidade Federal do Pará. As células GAS são provenientes de material 

endoscópico e consiste em um “pool” oriundo de 10 amostras (5 homens e 5 mulheres) 

com idade entre 18-26 anos em que o exame histopatológico revelou a presença de 

mucosa normal sem qualquer tipo de lesão aparente. Para esta linhagem, as 

manutenções foram feitas em DMEM (+) High Glicose com 10% de SBF, 1% de mix 

antibiótico/antimicótico (10000 unidades/mL penicilina, 10000 µg/mL de 

estreptomicina e 25 µg/mL anfotericina B) e 0,024% de bicarbonato de sódio. Todas 

as linhagens celulares utilizadas (HepG2, Caco-2 e GAS – Figura 5) foram mantidas 

em estufa com atmosfera de 5% de CO2 à 37oC e com umidade relativa de 96%. Para 

a realização de experimentos, somente alíquotas de células entre a terceira e a oitava 

passagem foram utilizadas. 
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Figura 5. Fotomicrografia das linhagens celulares utilizadas para experimentos in vitro.  
 

 

Legenda: (A) Células HepG2; (B) Células Caco-2; (C) Células gástricas não tumorais (GAS). Aumento 
original de 1.000 x. Fonte: A/B = American Type Culture Collection (ATCC), 2015. C = Laboratório de 
Mutagênese e Oncogenética – UEL. Captura: Katiuska Tuttis Rodrigues, 2016. 

 

3.3. Concentrações de Sinefrina 

O solvente utilizado e as concentrações de sinefrina testadas em ensaios de 

citotoxicidade foram baseadas em estudos prévios publicados na literatura 

(ROSSATO et al., 2010). A sinefrina (pureza ≥ 98%) foi mantida em estoque a 

temperatura de 2-8ºC e diluída antes dos experimentos em ácido perclórico (HClO4) a 

0,05%. Posteriormente, 10 diferentes concentrações foram obtidas para ensaios de 

citotoxicidade: 25 µM, 50 µM, 100 µM, 200 µM, 400 µM, 800 µM, 1000 µM, 2000 µM, 

4000 µM e 5000 µM. 

 

3.4. Ensaio do MTT 

O ensaio de redução do sal de tetrazólio (ensaio do MTT) seguiu o protocolo 

descrito por Mosmann (1983). Inicialmente, 1 x 104 células (HepG2, Caco-2 e GAS) 

foram semeadas em placas de cultura de 96 poços com meio de cultura completo e 

incubadas durante 24 horas antes da exposição para estabilização. Posteriormente, 

as placas foram tratadas por 24 horas com 10 concentrações de sinefrina (25 - 5000 

µM) e os respectivos controles de solvente (HClO4 - 0,05%) e negativo (PBS; pH 7,4) 

para avaliação da citotoxicidade. Após a exposição às diversas concentrações os 

tratamentos foram removidos, 100 µL de solução de MTT (5 mg/mL) dissolvido em 

meio de cultura completo foi adicionado a cada poço e, então, foi realizada uma 

incubação de 4 horas. Finalmente, o meio contendo a solução de MTT foi removido, 

200 µL de DMSO (dimetilsulfóxido) foi adicionado a cada poço e a absorbância foi 

medida usando espectrofotômetro (Biotek Elx800 – Winooski, EUA) com um 
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comprimento de onda de 570 nm. Experimentos adicionais com o uso de controle 

positivo para cada linhagem celular com o agente Metil Metanosulfonato (MMS) foram 

realizados nas mesmas condições. Todos os experimentos foram realizados em 

duplicatas e 6 poços foram feitos em paralelo para cada tratamento. A porcentagem 

(%) de viabilidade celular foi obtida pela relação entre as absorbâncias dos poços de 

cada tratamento e as absorbâncias dos poços do controle negativo, que foi 

considerado com 100% de viabilidade celular.  

 

3.5. Ensaio de Captação do Vermelho Neutro (VN)  

O ensaio de captação de VN seguiu o protocolo descrito por Repetto, Del Peso 

e Zurita (2008) com algumas modificações. Inicialmente, 5 x 104 células (HepG2, 

Caco-2 e GAS) foram semeadas em placas de cultura de 96 poços com meio de 

cultura completo e incubadas durante 24 horas antes da exposição para estabilização. 

Posteriormente, as placas foram tratadas por 24 horas com dez concentrações da 

sinefrina (25 - 5000 µM) e os respectivos controles de solvente (HClO4 - 0,05%), 

positivo (MMS - 300 µM) e negativo (PBS; pH 7,4) para avaliação da citotoxicidade. 

Após os tratamentos, o meio de cultura foi removido, 100 µL da solução de VN (40 

µg/mL) foi adicionado a cada poço e incubou-se a placa durante 2 horas. 

Posteriormente, o meio contendo a solução de VN foi retirado, as células foram 

lavadas com PBS e 150 µL da solução de extração de VN [50 mL:49 mL:1 mL v/v/v 

(etanol 96%/água destilada/ácido acético glacial)] foi adicionado a cada poço. Por fim, 

a placa foi rapidamente homogeneizada em agitador de microplacas até o VN ser 

extraído e formar uma solução homogênea, que foi analisada por espectrofotômetro 

(Biotek Elx800 – Winooski, EUA) em comprimento de onda de 540 nm para obtenção 

da absorbância. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e 4 poços 

foram feitos em paralelo para cada tratamento. A porcentagem (%) de viabilidade 

celular foi obtida pela relação entre as absorbâncias dos poços de cada tratamento e 

as absorbâncias dos poços do controle negativo, que foi considerado com 100% de 

viabilidade celular.  
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3.6. Curva de Proliferação Celular 

A proliferação celular foi avaliada pelo teor total de proteínas utilizando o 

método preconizado por Wei, Li e Tong (1996) e descrito por Da Costa Lopes et al. 

(2000), sendo padronizada no Laboratório de Nutrigenômica da FCFRP-USP. 

Inicialmente, 2,5 x 104 células (HepG2, Caco-2 e GAS) foram semeadas em placas de 

cultura de 24 poços com meio de cultura completo e incubadas durante 24 horas antes 

da exposição para estabilização. Posteriormente, o meio de cultura foi substituído por 

meio de cultura completo contendo três concentrações não citotóxicas da sinefrina 

escolhidas a partir dos ensaios de MTT e VN (2, 20 e 200 µM) e os respectivos 

controles de solvente (HClO4 - 0,05%), positivo (MMS - 300 µM) e negativo (PBS; pH 

7,4). As células foram tratadas por 3, 24, 48 e 72 horas e após esses períodos, o meio 

de cultura foi removido e as proteínas foram precipitadas com 200 µL de ácido 

tricloroacético (TCA - 5%) durante 15 minutos. Depois de remover o TCA, 200 µL de 

azul de bromofenol (1%) dissolvido em ácido acético (1%) foi adicionado em cada 

poço para coloração por 30 minutos. As placas foram lavadas três vezes com água 

destilada e vertidas sobre papel absorvente para secar. Em seguida, 400 µL de Tris 

base (10 mM) foram adicionados para extração do corante. O homogeneizado de cada 

poço da placa de 24 poços foi transferido para uma nova placa de 96 poços para 

determinação da absorbância em espectrofotômetro (Biotek Elx800 – Winooski, EUA) 

com comprimento de onda de 570 nm. Para cada tratamento foram realizadas três 

culturas em paralelo e uma mensuração proteica foi executada para cada cultura. Os 

dados estão apresentados em forma de absorbância, os quais representam a 

quantidade de proteína total.  

 

3.7. Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo foi realizada de acordo com o protocolo descrito pelo 

fabricante do kit CycleTest™ Plus DNA Reagent Kit (Becton Dickinson - Franklin 

Lakes, USA). Inicialmente, 1 x 105 células (HepG2, Caco-2 e GAS) foram semeadas 

em placas de culturas de 24 poços e incubadas com meio de cultura completo durante 

24 horas antes da exposição para estabilização. Posteriormente, o meio de cultura foi 

substituído por meio de cultura contendo três concentrações da sinefrina (2, 20 e 200 

µM) e os respectivos controles de solvente (HClO4 - 0,05%), positivo (MMS - 300 µM) 

e negativo (PBS; pH 7,4) por 24 horas. Após os tratamentos, as culturas foram lavadas 
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duas vezes em PBS, tripsinizadas e inativadas com meio completo. A suspensão 

celular foi centrifugada a 400 xg durante 5 minutos, o sobrenadante descartado e 

adicionados 250 µL de solução A (tampão de tripsina), que foram levemente 

homogeneizados para lise das células e incubadas por 10 minutos em temperatura 

ambiente. Em seguida, foi adicionado a cada tubo 200 µL de solução B (inibidor de 

tripsina e tampão de RNase em concentração de 1 mg/mL), os quais foram levemente 

homogeneizados e também incubados por 10 minutos em temperatura ambiente. Por 

fim, 200 µL de solução C (solução de iodeto de propídeo na concentração de 125 

µg/mL) gelada (2 - 8ºC) foram colocadas em cada tubo, os quais foram 

homogeneizados e incubados por 10 minutos em ausência de luz e em gelo até a 

análise das amostras. As amostras foram submetidas ao separador de células com 

fluorescência ativada (BD FACSCanto I, Becton Dickinson – Franklin Lakes, USA), 

localizado no Centro de Citometria de Fluxo da FCFRP-USP. Os dados foram 

analisados utilizando o software Cell Quest (Becton Dickinson - Franklin Lakes, USA) 

e os perfis de ciclo celular foram desenhados com ajuda do software FlowJo (Tree 

Star Incorporation - Ashanld, USA). Para cada tratamento foram realizadas três 

culturas em paralelo e, para cada cultura, uma mensuração do perfil de ciclo celular 

da população de células foi executada. Os resultados estão expressos como a 

porcentagem (%) de células em cada fase do ciclo celular.  

 

3.8. Ensaio Cometa  

O ensaio cometa foi realizado segundo a metodologia proposta por Tice et al. 

(2000). Inicialmente, 3 x 105 células (HepG2, Caco-2 e GAS) foram semeadas em 

placas de culturas de 24 poços e incubadas com meio de cultura completo durante 24 

horas para estabilização antes da exposição. Depois da estabilização, o meio de 

cultura foi substituído por meio de cultura contendo três concentrações da sinefrina (2, 

20 e 200 µM) e os respectivos controles de solvente (HClO4 - 0,05%), positivo (MMS 

- 300 µM) e negativo (PBS; pH 7,4) por 4 horas. Após os tratamentos, as culturas 

foram lavadas duas vezes em PBS, tripsinizadas e inativadas com meio de cultura 

completo. Em seguida, foi determinada a viabilidade celular das culturas pela técnica 

de exclusão por azul de trypan, utilizando o equipamento de contagem de células 

Countess® Automated Cell Counter (Life Technologies - Carlsbad, EUA). As culturas 

que apresentaram viabilidade celular superior a 70% foram submetidas ao ensaio 
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cometa. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 174 xg durante 5 minutos, 

o sobrenadante descartado e 100 µL do pellet resuspendido. No preparo das lâminas, 

foram utilizados 20 µL de suspensão celular com 120 µL de agarose de baixo ponto 

de fusão (0,5%), sendo esse material depositado sobre lâminas previamente 

revestidas com agarose normal (1,5%). As lâminas foram cobertas com lamínulas e 

mantidas a 4°C por 30 minutos. Após esse período, as lamínulas foram retiradas e as 

lâminas imersas em solução de lise recém-preparada (2,5 M de NaCl, 100 mM de 

EDTA, 10 mM de Tris, pH 10) e mantidas por 1 hora a 4°C. Após a lise, as lâminas 

foram submersas em solução alcalina (300 mM NaOH, 1mM EDTA, pH>13) por 20 

minutos a 4°C e levadas à cuba de eletroforese. A eletroforese foi conduzida em 

solução alcalina (300 mM NaOH, 1mM EDTA, pH>13) por 20 minutos, com voltagem 

(0,87 V/cm) e amperagem (300 mA) constantes. Após a eletroforese, as lâminas foram 

imersas em solução de neutralização (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5 minutos. Depois de 

secarem à temperatura ambiente, as lâminas foram fixadas em etanol absoluto (99%) 

por 5 minutos. No momento da análise, as lâminas foram coradas com o agente 

intercalante de DNA GelRedTM [1:10.000 v/v (Gel Red: PBS)] (Biotium - Fremont, EUA) 

por 3 minutos e examinadas em microscópio de fluorescência (Zeiss-AxioStar Plus - 

Alemanha), acoplado a uma câmera usando filtro 515-560 nm e barreira de filtro de 

590 nm, em objetiva de 200 x. Para cada tratamento foram realizadas três culturas em 

paralelo. Para cada cultura, 100 nucleoides (Figura 6A e 6B) foram analisados (300 

nucleoides no total por tratamento) com o auxílio do software CometAssay IV 

(Perceptive Instruments© Bury St Edmunds – Suffolk, Inglaterra), sendo analisados os 

parâmetros Tail Intensity (referente à porcentagem de DNA na cauda) e Tail Moment 

(que considera a migração do material genético, bem como a quantidade relativa de 

DNA na cauda).  

 
Figura 6. Imagens de nucleoides de células gástricas (GAS) capturadas com o software 
CometAssay IV.  
 

 

Legenda: (A) Nucleoide sem presença de danos no DNA e (B) Nucleoide com elevado grau de danos 
no DNA após tratamento com MMS. Fonte: Laboratório de Nutrigenômica - FCFRP. Captura: Diego 
Luís Ribeiro. 
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3.9. Ensaio Citoma do Micronúcleo com Bloqueio de Citocinese (CBMN-Cyt)  

A instabilidade cromossômica foi avaliada por meio do CBMN-Cyt de acordo 

com o método descrito por Fenech (2007) com modificações. Em resumo, 5 x 105 

células (HepG2, Caco-2 e GAS) foram semeadas em placas de culturas de 6 poços e 

incubadas com meio de cultura completo durante 24 horas antes da exposição para 

estabilização. Posteriormente, o meio de cultura foi substituído por meio de cultura 

contendo três concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e os respectivos controles 

de solvente (HClO4 - 0,05%), positivo (MMS - 300 µM) e negativo (PBS; pH 7,4) por 

24 horas. Após os tratamentos, as culturas foram lavadas com PBS e 5 mL de meio 

de cultura completo foi adicionado em cada poço juntamente com 50 µL de 

citocalasina-B (concentração final de 4,5 µg/mL) durante 30 horas. Na etapa de 

fixação, as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS, tripsinizadas e 

centrifugadas por 5 minutos a 174 xg. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 

solução hipotônica (citrato de sódio, 1% à 4ºC) com 30 µL de formaldeído (25%) por 

8 minutos. As células foram centrifugadas novamente e homogeneizadas duas vezes 

em fixador Carnoy [3 mL:1 mL v/v (metanol/ácido acético)]. As células fixadas foram 

transferidas para lâminas previamente lavadas e mantidas em água destilada gelada 

(4ºC) para formação de um filme. Após a fixação, as lâminas foram preparadas e 

coradas com solução de laranja de acridina (40 µg/mL) e analisadas em microscopia 

de fluorescência no aumento de 400 x. Para cada tratamento foram realizadas três 

culturas em paralelo e, para cada cultura, 1000 células binucleadas (3000 células 

binucleadas no total por tratamento) foram analisadas.  

Para a análise, foram contabilizadas as frequências de micronúcleos (MNis) 

(Figura 7), as pontes nucleoplasmáticas (NPBs), as quais representam quebras mal 

reparadas ou fusões teloméricas, e brotos nucleares (NBUDs), os quais representam 

amplificações gênicas. O critério de identificação de células binucleadas e MNs seguiu 

o descrito por Kirsch-Volders et al. (2000). O índice de divisão nuclear (IDN) foi 

determinado pela contagem de 500 células por cultura (1500 células no total por 

tratamento) na mesma lâmina, de acordo com a fórmula proposta por Eastmond e 

Tucker (1989): IDN = [(1×M1) + (2×M2) + (3×M3) + (4×M4)]/N, em que: M1-M4 

representa o número de células com um a quatro núcleos, e N é o número total de 

células viáveis analisadas.  
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Figura 7. Fotomicrografia obtida no ensaio citoma micronúcleo em células HepG2.  
 

 
 

Legenda: (A) Célula binucleada (B) Célula binucleada com micronúcleo (indicado pela seta branca). 
Coloração com laranja de acridina e aumento original de 1.000 x. Fonte: Laboratório de Nutrigenômica 
– FCFRP. Captura: Diego Luís Ribeiro. 

 
 

3.10. Determinação dos Níveis Intracelulares de Espécies Reativas (ERs) 

As espécies reativas (ERs) intracelulares foram medidas utilizando o marcador 

fluorescente 2′,7′-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA), seguindo as 

instruções recomendadas pelo fabricante. Inicialmente, 1 x 104 células (HepG2, Caco-

2 e GAS) foram semeadas em placas de 96 poços com fundo escuro e incubadas com 

meio de cultura completo durante 24 horas antes da exposição para estabilização. 

Posteriormente, o meio de cultura foi substituído por meio de cultura contendo três 

concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 μM) e os respectivos controles de solvente 

(HClO4 - 0,05%) e negativo (PBS; pH 7,4) por 6 e 24 horas. Após os tratamentos, os 

poços foram lavados com PBS; adicionou-se 100 μL da solução de H2DCFDA (10 μM) 

e a placa foi incubada durante 30 minutos à 37°C. Em seguida, devido à capacidade 

das peroxidases celulares em catalisar a oxidação do marcador fluorescente, utilizou-

se peróxido de hidrogênio (H2O2 - 1,0 mM) como marcador de ERs intracelulares, 

sendo adicionado por 15 minutos (GOMES; FERNANDES; LIMA, 2005). Finalmente, 

100 μL de PBS foi adicionado a cada poço e a intensidade de fluorescência foi 

mensurada em espectrofluorímetro CaryEclipse (Agilent Technologies - Santa Clara, 

EUA) com excitação de 485 nm e emissão de 528 nm. Todos os experimentos foram 

realizados em duplicatas e três poços foram tratados em paralelo para cada 

tratamento avaliado. Os dados foram obtidos em intensidade de fluorescência e foram 

normalizados para porcentagem (%) de ERs geradas em relação ao controle negativo, 

que foi considerado como 100 %. 
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3.11. Quantificação de Malondialdeído (MDA) em Substâncias Reativas ao Ácido 

Tiobarbitúrico (TBARS)  

Para a quantificação do marcador de peroxidação lipídica malondialdeído 

(MDA) foi utilizado uma modificação do ensaio de quantificação de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (Thiobarbituric Acid Reactive Substances - TBARS), 

sendo seguido como base o protocolo publicado por Draper e Hadley (1990). 

Alterações no protocolo para as etapas de lise celular e de reação com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA) para execução em culturas de células in vitro foram baseadas nas 

informações descritas por Leal et al. (2005). Em resumo, 1 x 106 células (HepG2, 

Caco-2 e GAS) foram semeadas em garrafas de culturas celulares de 25 cm² e 

incubadas com meio de cultura completo durante 24 horas para estabilização. 

Posteriormente, o meio de cultura foi substituído por meio de cultura contendo três 

concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e os respectivos controles de solvente 

(HClO4 - 0,05%), positivo (MMS - 300 µM) e negativo (PBS; pH 7,4) por 24 horas. 

Após os tratamentos, as culturas foram lavadas duas vezes em PBS, tripsinizadas e 

inativadas com meio completo. Após isso, as células foram centrifugadas a 174 xg 

durante 5 minutos, o sobrenadante descartado e 200 µL de PBS foram adicionados 

para resuspender o pellet. Inicialmente, foi realizada a contagem do número de células 

total das culturas pela técnica de exclusão por azul de trypan utilizando o equipamento 

de contagem de células Countess® Automated Cell Counter (Life Technologies – 

Carlsbad, EUA). Em seguida, 100 µL de Triton X-100 foram colocados nos tubos e 

homogeneizados em vortex por 15 segundos. O conteúdo obtido foi incubado por 1 

hora à 37ºC, e para completar o processo de lise celular, foram adicionados 400 µL 

de ácido perclórico (35%) com nova homogeneização em vortex por 15 segundos. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 870 xg durante 10 minutos, 600 

µL do sobrenadante foram retirados e 200 µL do ácido 2-tiobarbitúrico (TBA - 1,2%) 

foram adicionados para resuspensão. Essa preparação permaneceu em banho-

fervente a 95ºC por 30 minutos seguido de choque-térmico em gelo e, por fim, a 

absorbância do sobrenadante foi determinada em espectrofotômetro (RayLeigh UV-

1601, Beijing Beifen-Ruili Analytical Instrument - Beijing, China) com comprimento de 

onda de 535 nm. Para cada tratamento foram realizadas três culturas em paralelo e 

uma mensuração foi executada por cultura. As quantificações obtidas inicialmente 

como substâncias reativas ao TBA foram expressas como substâncias equivalentes 
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ao malondialdeído (MDA) por meio da realização de uma curva padrão feita com 

1,1,3,3-tetraetoxipropano (MDA) em seis diluições (0,93; 1,87; 3,75; 7,50; 15 e 30 µM). 

Por fim, as absorbâncias foram convertidas em micromolar (µM) de MDA e, para 

ajustar os valores e evitar variações causadas pelo diferente número de células em 

cada tratamento, os valores foram normalizados por x 106 células de acordo com a 

seguinte fórmula:  

MDA (µM em 106células) =
Resultado de MDA (µM/mL)

nº da contagem em 106 células/mL 
 

 

3.12. Quantificação de Glutationa (GSH) Intracelular  

A quantificação de glutationa reduzida (GSH) intracelular foi realizada 

utilizando-se o kit ThiolTracker™ Violet (Glutathione Detection Reagent) seguindo as 

instruções recomendadas pelo fabricante. Inicialmente, 1 x 104 células (HepG2, Caco-

2 e GAS) foram semeadas em placas de 96 poços com fundo escuro e incubadas com 

meio de cultura completo durante 24 horas para estabilização antes da exposição. 

Posteriormente, o meio de cultura foi substituído por meio de cultura contendo três 

concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 μM) e os respectivos controles de solvente 

(HClO4 - 0,05%), positivo (H2O2 - 1,0 mM) e negativo (PBS; pH 7,4) por 24 horas. Após 

este procedimento, o meio de incubação com os tratamentos foi removido, as células 

foram lavadas duas vezes com 100 µL de PBS, que foi removido, e então 100 µL da 

solução de trabalho do corante ThiolTracker™ Violet (20 μM) foi adicionado em cada 

poço. Finalmente, a placa foi incubada em estufa de cultura à 37°C durante 30 minutos 

e, em seguida, a solução de corante de trabalho ThiolTracker™ violeta foi substituída 

por 100 µL de PBS para a leitura. A intensidade de fluorescência foi obtida em 

espectrofluorímetro CaryEclipse (Agilent Technologies - Santa Clara, EUA) com 

excitação de 404 nm e emissão de 526 nm. Todos os experimentos foram realizados 

em duplicatas e três poços foram tratados em paralelo para cada tratamento. Os 

dados foram obtidos em intensidade de fluorescência e foram normalizados para 

porcentagem (%) de GSH em relação ao controle negativo, que foi considerado como 

100 %. 
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3.13. Quantificação de Catalase (CAT) 

A quantificação de Catalase (CAT) foi realizada utilizando-se o kit Amplex Red 

Catalase Assay ThiolTracker™ Violet seguindo as instruções recomendadas pelo 

fabricante. Inicialmente, 1 x 104 células (HepG2, Caco-2 e GAS) foram semeadas em 

placas de 96 poços e incubadas com meio de cultura completo durante 24 horas para 

estabilização antes da exposição. Posteriormente, o meio de cultura foi substituído 

por meio de cultura contendo três concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 μM) e os 

respectivos controles de solvente (HClO4 - 0,05%) e negativo (PBS; pH 7,4) por 24 

horas. Antes do início do procedimento de leitura, uma curva padrão de CAT com 

concentrações de 0 – 4 U/mL foi executada. Logo após, em uma nova placa de 96 

poços, 25 µL de tampão de reação foi adicionado nos poços referentes ao branco 

(somente tampão sem CAT), a curva padrão e as amostras experimentais. Em 

seguida, 25 µL de cada padrão de CAT e do homogenato celular previamente 

tripsinizado foram adicionados com mais 25 µL de H2O2 (40 µM) e a placa foi incubada 

em temperatura ambiente durante 30 minutos. Depois, 50 µL da solução de trabalho 

contendo o reagente Amplex Red (100 µM) foi adicionado a cada poço de controle e 

de amostras e, em seguida, a placa foi incubada protegida da luz em estufa de cultura 

à 37°C durante 30 minutos. Por fim, a placa contendo o branco, a curva padrão e as 

amostras tiveram a intensidade de fluorescência medida em espectrofluorímetro 

CaryEclipse (Agilent Technologies - Santa Clara, EUA) com excitação de 530 nm e 

emissão de 590 nm. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e três 

poços foram tratados em paralelo para cada tratamento. Os resultados são 

apresentados como unidades (U) de catalase (CAT) por mL de solução de reação 

(U/mL).  

 

3.14. Quantificação de Superóxido Dismutase (SOD) Mitocondrial 

A quantificação de Superóxido Dismutase (SOD) mitocondrial foi realizada com 

o kit MitoSOX™ Mitochondrial Superoxide Indicator seguindo as instruções 

recomendadas pelo fabricante. Inicialmente, 1 x 104 células (HepG2, Caco-2 e GAS) 

foram semeadas em placas de 96 poços e incubadas com meio de cultura completo 

durante 24 horas para estabilização antes da exposição. Posteriormente, o meio de 

cultura foi substituído por meio de cultura contendo três concentrações de sinefrina (2, 

20 e 200 μM) e os respectivos controles de solvente (HClO4 - 0,05%) e negativo (PBS; 
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pH 7,4) por 24 horas. Após isso, o meio de incubação com os tratamentos foi removido 

e os poços com células foram lavados duas vezes com 100 µL de PBS, o qual foi 

removido. Em seguida, 100 µL da solução de trabalho do corante MitoSOX™ (5 µM 

diluído em PBS) foi adicionado. A placa foi incubada em estufa de cultura à 37°C 

durante 25 minutos, a solução de corante de trabalho MitoSOX™ foi retirada e os 

poços lavados 2 vezes com 100 µL de PBS. Por fim, mais 100 µL de PBS foram 

adicionados a cada poço e a intensidade de fluorescência foi medida em 

espectrofluorímetro CaryEclipse (Agilent Technologies - Santa Clara, EUA) com 

excitação de 510 nm e emissão de 580 nm. Todos os experimentos foram realizados 

em duplicatas e cinco poços foram feitos em paralelo para cada tratamento. Os dados 

foram obtidos em intensidade de fluorescência e foram normalizados para 

porcentagem (%) de SOD quantificada em relação ao controle negativo, que foi 

considerado como 100 %. 

 

3.15. Quantificação de Glutationa Peroxidase (GPx) 

A quantificação de Glutationa Peroxidase (GPx) foi realizada com o 

Glutathione Peroxidase Activity Colorimetric Assay Kit seguindo as instruções 

recomendadas pelo fabricante. Inicialmente, 1 x 106 células (HepG2, Caco-2 e GAS) 

foram semeadas em placas de 6 poços e incubadas com meio de cultura completo 

durante 24 horas para estabilização antes da exposição. Posteriormente, o meio de 

cultura foi substituído por meio de cultura contendo três concentrações de sinefrina (2, 

20 e 200 μM) e os respectivos controles de solvente (HClO4 - 0,05%) e negativo (PBS; 

pH 7,4) por 24 horas. Logo após, as células foram tripsinadas, homogeneizadas em 

Buffer Assay à 4ºC e centrifugadas por 10.000 xg por 15 minutos para a coleta do 

sobrenadante. Antes do início do procedimento de leitura, uma curva padrão de GPx 

com concentrações de 0 – 100 nmol/mL, controle positivo da reação (GPx – 1 mM) e 

branco foram diluídos em uma nova placa de 96 poços. Em seguida, foi realizada uma 

primeira leitura em espectrofotômetro (Biotek Elx800 – Winooski, EUA) com 

comprimento de onda de 340 nm para obtenção da curva padrão. Posteriormente, 50 

μL do sobrenadante oriundo das amostras foram colocados na placa juntamente com 

40 μL de mix de reação contendo NADPH, Glutationa Redutase (GR) e Glutationa 

(GSH). O mesmo mix foi adicionado ao branco e ao controle positivo. As amostras 

foram homogeneizadas e duas leituras em espectrofotômetro (Biotek Elx800 – 
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Winooski, EUA) com comprimento de onda de 340 nm foram realizadas: (I) no tempo 

0 para obtenção da leitura 1 (A1) e (II) após 20 minutos para obtenção da leitura 2 

(A2). Com a obtenção das leituras de absorbâncias (ABS) nos tempos A1 e A2 para 

amostras, controle, branco e curva padrão, a seguinte equação foi aplicada para a 

obtenção do Δ340 nm: (ABS Amostra A1 – ABS Amostra A2) – (ABS Branco A1 – 

ABS Branco A2).  

Com a obtenção do Δ340 nm de cada amostra, a atividade de GPx foi calculada de 

acordo com a seguinte equação abaixo fornecida pelo fabricante do kit: 

GPx (
nmol

mL
) =

B

(T2 − T1) x V
 x ABS Amostra (340 nm) 

Onde B = quantidade de NAPDH que diminuiu entre T1 e T2; T1 = Tempo da primeira 

leitura em minutos (T1 = 0); T2 = Tempo da segunda leitura em minutos (T2 = 20); V 

= Volume de amostra adicionado em cada poço em mL (50 μL = 0,05 mL). Para cada 

tratamento, foram realizadas duas culturas em paralelo e de cada cultura foram 

executadas duas mensurações em placa de leitura. Todos os valores de GPx são 

apresentados em nmol/mL.  

 

3.16. Extração de RNA, Síntese de cDNA e PCR Quantitativa em Tempo Real 

(qPCR) 

Para os ensaios de expressão gênica, os procedimentos descritos no protocolo 

de Nolan, Hands e Bustin (2006) foram utilizados como base. Inicialmente 0,5 x 106 

células (HepG2, Caco-2 e GAS) foram semeadas em placas de 6 poços e incubadas 

com meio de cultura completo durante 24 horas para estabilização antes da 

exposição. Posteriormente, o meio de cultura foi substituído por meio de cultura 

completo contendo três concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 μM) e os respectivos 

controles de solvente (HClO4 - 0,05%) e negativo (PBS; pH 7,4) por 6 horas. Decorrido 

o tempo de tratamento, as alíquotas foram retiradas para a extração do RNA total. 

Foram realizadas triplicatas biológicas independentes de cada tratamento. A extração 

do RNA total foi realizada com PureLink® RNA Mini Kit (Ambion – Eugene, EUA) 

segundo as especificações do fabricante. A quantidade e qualidade do RNA total 

foram determinadas por espectrofotometria NanoDrop 2000 (Thermo Scientific – 

Wilmington, EUA), levando em consideração a razão de absorbância 260/280 entre 
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1,8 e 2,2. A razão de absorbância 230/260 entre 1,7 e 2,3 também foi verificada para 

análise de possíveis contaminações com ácidos ou substâncias orgânicas. A 

integridade do RNA foi mensurada por eletroforese em gel de agarose denaturante 

segundo Aranda; Lajoie e Jorcyk (2012). As amostras de RNA foram tratadas com 

DNase I Amplification Grade (Invitrogen – Eugene, EUA) para eliminar contaminações 

com DNA genômico seguindo as recomendações do fabricante. 2 µg (2000 ng) de 

RNA foram tratadas em um volume final de reação de 10 µL, composto por 1U/µg de 

DNase Amplification Grade I (Invitrogen – Eugene, EUA), 10% de tampão de reação 

(200 mM Tris-HCl pH 8.4; 500 mM KCl) e incubadas por 15 minutos em temperatura 

ambiente. Foi adicionado a cada amostra 1 µL de EDTA (25 mM), as quais foram 

incubadas à 65ºC por 10 minutos em termociclador Eppendorf Mastercycler DNA 

Engine Thermal Cycler PCR (Eppendorf – Mittelsachsen, Alemanha) para inativação 

da DNase.  

Posteriormente, O cDNA foi sintetizado a partir de 1 µg (1000 ng) de RNA total 

extraído com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems –

Carlsbad, EUA) e seguindo as recomendações do fabricante. O volume final da reação 

de 20 µL composto por 10% de tampão de reação 10X, 10% de Random Primers 10X 

(100 pmol), 4% de dNTPs Mix 25X, 5 U (unidades) da enzima MultiScribe Reserve 

Transcriptase e 20% de H2O DEPC Nuclease Free foi submetido ao termociclador 

Eppendorf Mastercycler DNA Engine Thermal Cycler PCR (Eppendorf – 

Mittelsachsen, Alemanha) à incubações de (I) 10 minutos à 25ºC; (II) 120 minutos à 

37ºC e (iii) 5 minutos à 85ºC para finalizar com choque térmico em gelo. Os cDNAs 

sintetizados foram quantificados novamente por espectrofotometria com NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific – Wilmington, EUA), obedecendo as razões 230/260 e 

260/280 citadas anteriormente. Por fim, as amostras tiveram alíquotas diluídas em 

novos tubos com H2O DEPC Nuclease Free onde sua concentração final foi ajustada 

para 2,5 ng/µL. 

Os oligonucleotídeos iniciadores foram obtidos de KiCqStart® SYBR® Green 

Primers (Sigma-Aldrich – St. Louis, EUA) e a lista completa de genes avaliados 

contendo as funcionalidades estão descritos na Tabela 1. Os dados referentes à 

expressão gênica foram obtidos pelo emprego da técnica de PCR em tempo real, com 

a utilização do aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System e o sistema 

StepOnePlus™ Software v2.3 (Applied Biosystems – Carlsbad, EUA). Para tal, foi 

utilizado o kit PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems – Carlsbad, 
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EUA), seguindo recomendações do fabricante, para um volume final de reação 10 µL, 

utilizando-se 500 nM de cada oligonucleotídeo iniciador (foward e reverse) e 10 ng de 

cDNA molde. A mistura de reação foi submetida ao seguinte programa de 

amplificação: 50°C por 2 minutos; 95°C por 2 minutos; 40 repetições de ciclos de 3 

segundos à 95°C (desnaturação) e 30 segundos em 58-60ºC (anelamento/extensão). 

A especificidade da amplificação foi avaliada para cada amostra assegurando que 

apenas o produto de interesse fosse amplificado em cada reação, por meio da curva 

de fusão (melting curve), variando-se a temperatura de 58-60ºC à 98ºC em 

0,15ºC/segundo por 15 segundos. Foram considerados apenas valores de Ct (cycle 

threshold) com uma variação de ± 1,0 entre as triplicatas e valores de Ct ≥ 35 ciclos 

foram desconsiderados da análise final. Os valores obtidos na situação controle 

negativo foram utilizados como referência para comparação e os cálculos de 

normalização foram feitos subtraindo-se o valor Ct do gene de interesse do valor 

médio de Ct de três genes de referência (GAPDH, HPRT1 e GUSB para as células 

HepG2 e Caco-2 e GAPDH, HPRT1 e ACTB para células GAS). Para determinação 

da expressão relativa dos genes de interesse nas diferentes condições avaliadas foi 

utilizado o modelo matemático de expressão relativa 2-ΔΔCt desenvolvido por Pfaffl, 

Horgan e Dempfle (2002). Para melhor comparação e compreensão das alterações 

no perfil de expressão gênica induzidas por sinefrina após 6 horas de tratamento em 

células hepáticas, gástricas e colorretais, um Heat Map de expressão foi construído 

utilizando a plataforma online da University of Alberta (Canadá) e o do National 

Institute for Nanotechnology (Canadá) publicados por Babicki et al. (2016) e 

disponibilizados em http://www.heatmapper.ca.  

 

  

http://www.heatmapper.ca/
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Tabela 1 - Lista de genes avaliados nos experimentos de expressão gênica por RT-
qPCR e suas respectivas funcionalidades 
 

Gene 
(Símbolo) 

Descrição do 
Gene 

Sequência de 
Referência 

(Gene Bank) 
Grupo Funcional (Vias) 

ATM 
Ataxia Telangiectasia 

Mutated 
NM_000051 Quinase de resposta a danos no DNA 

ATR 
Ataxia telangiectasia and 

Rad3 related 
NM_001184 Quinase de resposta a danos no DNA 

CHEK1 Checkpoint Kinase 1 NM_001244846 
Quinase de controle do ciclo celular e ativação de 

reparo de DNA 

CHEK2 Checkpoint Kinase 2 NM_001005735 
Quinase de controle do ciclo celular e ativação de 

reparo de DNA 

TP53 Tumor Protein P53 NM_000546 Supressor tumoral 

SIRT1 Sirtuin 1 NM_001142498 
Regulação transcricional de ciclo celular, resposta ao 

dano de DNA, metabolismo, apoptose e autofagia 

ADRB3 Adrenoceptor Beta 3 NM_000025 
Receptor de tecido adiposo envolvido na regulação da 

lipólise e termogênese 

AKT1 
AKT Serine/Threonine 

Kinase 1 
NM_005163 

Quinase de regulação do metabolismo, proliferação, 
sobrevivência celular, crescimento e angiogênese 

CDK1 
Cyclin Dependent Kinase 

1 
NM_001170406 

 

Quinase de controle do ciclo celular eucariótico 
(promove a transição de G2/M e regula transição de 

G1/S 

FOXO3 Forkhead Box O3 NM_001455 
Ativador transcricional que desencadeia a apoptose 

na ausência de fatores de sobrevivência 

FOS Fos Proto-Oncogene NM_005252 
Proto-oncogene que codifica fator de transcrição que 

regulam a proliferação celular, diferenciação e 
transformação 

HRAS 
Harvey Rat Sarcoma 
Viral Proto-Oncogene 

NM_ 001130442 
Proto-oncogene que regula transdução de sinais via 

atividade intrínseca de GTPase 

PRKACA 
Protein Kinase CAMP-

Activated Catalytic 
Subunit Alpha 

NM_ 002730 
Quinase de regulação do metabolismo de lipídios e 
glicose importante para diferenciação, proliferação e 

apoptose 

PRKAR2A 
Protein Kinase CAMP-

Dependent Type II 
Regulatory Subunit Alpha 

NM_ 004157 
Quinase de regulação do metabolismo de lipídios e 
glicose e componente do mecanismo de transdução 

de sinal 

SHC1 SHC Adaptor Protein 1 NM_001202859 
Proteínas adaptadoras implicadas na propagação 

citoplasmática de sinais mitogênicos 

ADCY3 Adenylate Cyclase 3 NM_004036 
Enzima associada à membrana que catalisa a 

formação de cAMP e desempenha regulação dos 
níveis de insulina e acumulação de gordura corporal 

GNAS 

Guanine Nucleotide 
Binding Protein (G 

Protein), Alpha 
Stimulating 

NM_001077488 

Proteína transdutora em inúmeras vias de sinalização 
e promove níveis aumentados da molécula de 

sinalização cAMP após estímulos de receptores 
adrenérgicos 

JUN Jun Proto-Oncogene NM_002228 
Fator de transcrição que interage diretamente com 
sequências específicas de DNA alvo para regular a 

expressão gênica 

LIPE 
Lipase E, Hormone 

Sensitive Type 
NM_005357 

Proteína responsável pela conversão de ésteres de 
colesterol ao colesterol livre para a produção de 

hormônio esteroide. Em tecido adiposo, hidrolisa os 
triglicerídeos armazenados em ácidos graxos livres 

PIK3C2A 

Phosphatidylinositol-4-
Phosphate 3-Kinase 

Catalytic Subunit Type 2 
Alpha 

NM_002645 

Quinase de estímulo nas vias de sinalização 
envolvidas na proliferação celular, transformação 

oncogênica, sobrevivência celular, migração celular e 
no transporte de proteínas intracelulares 
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PIK3R1 
Phosphoinositide-3-
Kinase Regulatory 

Subunit 1 
NM_001242466 Quinase importante nas ações metabólicas da insulina 

MAPK1 
Mitogen-Activated 
Protein Kinase 1 

NM_002745 

Quinases extracelulares reguladas por sinal que 
estimula múltiplos sinais bioquímicos envolvidos em 
processos celulares de proliferação, diferenciação e 

regulação e elongação da transcrição 

RELA 

Avian 
Reticuloendotheliosis 
Viral Proto-Oncogene 

(NF-KB Subunit) 

NM_021975 

Subunidade do fator de transcrição NF-kappa-B, 
responsável por eventos de transdução de sinal de 
estímulos relacionados a inflamação, imunidade, 

diferenciação, crescimento celular, tumorigênese e 
apoptose 

TNF Tumor Necrosis Factor NM_000594 

Citocina pró-inflamatória multifuncional liberada em 
processos biológicos de proliferação celular, 

diferenciação, apoptose, metabolismo lipídico e 
coagulação 

 

3.17. Análise dos Resultados 

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade (MTT e NR), curva de crescimento 

proteico, citometria de fluxo, ensaio cometa, ensaio citoma micronúcleo (incluindo o 

IDN), quantificações de ERs intracelulares e mensurações enzimáticas de GSH, CAT, 

SOD mitocondrial, GPx e MDA tiveram a normalidade de distribuição de dados 

analisados pelo Teste de Shapiro-Wilk. Para ensaios em que os resultados 

demonstraram distribuição não-paramétrica (MTT, VN, proliferação celular, teste do 

cometa e CBMN-Cyt), o teste de Kruskal-Wallis foi executado para análise de 

resultados, considerando valores de p ≤ 0,05 como significativos. Para amostras com 

distribuição paramétrica (determinação de ERs, GSH, CAT, SOD mitocondrial, GPx, 

MDA e citometria de fluxo) os dados foram analisados pelo teste de ANOVA seguido 

do pós-teste de Dunnett, considerando valores de p ≤ 0,05 como significativos. Todos 

os dados estão apresentados como média ± desvio padrão. As análises estatísticas 

foram feitas com os softwares IBM SPSS Statistics 20 (IBM Corp. - New York, USA) e 

GraphPad Prism 6 (La Jolla – EUA). Nos experimentos de expressão gênica por RT-

qPCR os valores médios de expressão relativa (FC - Fold Change -  2-ΔΔCt) foram 

submetidos ao teste t - Student e somente genes que foram estatisticamente 

diferentes do controle negativo (p ≤ 0,05) e mostraram FC ≥ 1,5 ou ≤ 0,5 em relação 

ao controle negativo foram considerados nas análises. Para a confecção do HeatMap 

de expressão, os valores de FC foram convertidos para logaritimos (base log2) para 

obtenção de escalas negativas e positivas. Por usar FC, o valor de CN é sempre 1.0, 

ou seja, mantém a mesma cor no heatmap em todos os genes. O Método de 

Clusterização utilizado foi o Average Linkage (Ligação Média) e o método de distância 

de mensuração foi o Euclideano.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 
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4. RESULTADOS  

4.1. Citotoxicidade  

 

A Figura 8 mostra os resultados obtidos no ensaio do MTT para determinação 

da citotoxicidade da sinefrina nas três linhagens celulares utilizadas. Para células 

HepG2, Caco-2 e GAS, todas as dez concentrações avaliadas de sinefrina (25 - 5000 

µM) não demonstraram potencial citotóxico em comparação ao controle negativo 

(PBS; pH 7,4).   

A Figura 9 mostra os resultados de citotoxicidade obtidos pelo ensaio de 

captação de VN na avaliação do potencial citotóxico de sinefrina. Assim como 

observado no ensaio do MTT, nos experimentos realizados com linhagens HepG2, 

GAS e Caco-2 nenhuma concentração de sinefrina diminuiu a viabilidade celular. 

Apenas o controle positivo selecionado (MMS - 300 µM) diminuiu estatisticamente o 

número de células viáveis, sendo assim utilizada para validação do experimento. 
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Figura 8. Viabilidade celular de células HepG2, GAS e Caco-2 obtidas no ensaio do MTT 
para determinação da citotoxicidade da sinefrina.  

 

Legenda: Porcentagem (%) de células viáveis em células (A) HepG2, (B) gástricas (GAS) e (C) Caco-
2 após tratamento com dez diferentes concentrações de sinefrina (25 - 5000 µM) e seus respectivos 
controles no tempo de 24 horas no Ensaio do MTT. As barras representam a média ± desvio padrão. 
CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 – 0,05%). Os valores de 
viabilidade celular foram comparados estatisticamente em relação ao CN após análise por ANOVA 
seguido pelo pós-teste de Kruskal-Wallis. 
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Figura 9. Viabilidade celular em células HepG2, GAS e Caco-2 obtidas no ensaio do VN 
para determinação da citotoxicidade da sinefrina.  

 

Legenda: Porcentagem (%) de células viáveis em células (A) HepG2, (B) gástricas (GAS) e (C) Caco-
2 após tratamento com dez diferentes concentrações de sinefrina (25 - 5000 µM) e seus respectivos 
controles no tempo de 24 horas no ensaio de captação do VN. As barras representam a média ± desvio 
padrão. CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 – 0,05%); CP: Controle 
Positivo (MMS - 300 µM). *Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise por 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Kruskal-Wallis. 
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4.2. Proliferação e Cinética de Ciclo Celular  

As curvas de proliferação celular baseadas no conteúdo proteico total foram 

realizadas para avaliar os efeitos antiproliferativos de três concentrações não 

citotóxicas de sinefrina (2, 20 e 200 µM) baseadas nos resultados obtidos no ensaio 

do MTT e ensaio do VN (Figuras 8 e 9). Conforme detalhado na Figura 10, as três 

concentrações de sinefrina não reduziram ou aumentaram significativamente o 

crescimento celular quando comparadas aos seus respectivos controles negativos nas 

três linhagens celulares avaliadas. Apenas os resultados observados nos controles 

positivos (MMS - 300 µM) reduziram a proliferação de todas as células nos tempos de 

tratamento após 48 horas. Em células GAS foi observado entre os tempos de 48 e 72 

horas, um aumento da proliferação celular em todos os tratamentos, exceto no 

controle positivo. 

Os resultados das análises de cinética de ciclo celular realizadas por citometria 

de fluxo utilizando coloração diferencial com iodeto de propídeo estão demonstrados 

na Figura 11. Neste resultado foi observado que sinefrina, nas três concentrações 

avaliadas (2, 20 e 200 µM) em HepG2, GAS e Caco-2, não causou alterações 

significativas nas populações de células em fase G1, S e G2/M quando comparadas 

com os respectivos tratamentos de controle negativo (PBS; pH 7,4). O único 

tratamento a alterar a cinética de ciclo celular das três linhagens foi o MMS (controle 

positivo), o qual diminuiu significativamente a população de células na fase G1 e 

aumentou a população de células em fase S das linhagens HepG2, GAS e Caco-2, 

demonstrando bloqueio de ciclo celular e diminuição da proliferação. Além disso, o 

MMS diminuiu de forma significativa em células HepG2 a população em fase G2/M. 

Já para a linhagem de células GAS foi observado um aumento significativo de células 

nesta fase do ciclo.  
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Figura 10. Proliferação celular baseada em conteúdo proteico de células HepG2, GAS e 
Caco-2 após tratamentos com sinefrina para avaliação de efeitos antiproliferativos.  

 

Legenda: Conteúdo proteico total em células (A) HepG2, (B) gástricas (GAS) e (C) Caco-2 após 
tratamento com três diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 ou 200 µM) e seus respectivos 
controles no tempo de 24 horas. As linhas representam a média ± desvio padrão das absorbâncias 
obtidas. CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 - 0,05%); CP: Controle 
Positivo (MMS - 300 µM). *Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise por 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Kruskal-Wallis. 
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Figura 11. Análise de citometria de fluxo em células HepG2, GAS e Caco-2 após 
tratamentos com sinefrina para determinação dos efeitos sobre a cinética de ciclo 
celular.  
 

 

Legenda: Frequência (%) de células observadas em cada fase do ciclo celular utilizando-se citometria 
de fluxo em células HepG2, GAS e Caco-2 após tratamento com diferentes concentrações de sinefrina 
(2, 20 e 200 µM) e seus respectivos controles no tempo de 24 horas. As barras representam a média 
± desvio padrão. CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 - 0,05%); CP: 
Controle Positivo (MMS - 300 µM). *,#,$Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN em cada 
fase do ciclo celular após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett. 



51 
 

4.3. Genotoxicidade  

No ensaio cometa, a determinação dos possíveis danos ao DNA causados pela 

sinefrina (2, 20 e 200 µM) em células HepG2, Caco-2 e GAS, foram realizados por 

meio da utilização dos parâmetros Tail Intensity e Tail Moment. Tail Intensity refere-

se a porcentagem relativa de DNA na cauda (% DNA cauda), e, Tail Moment é definido 

como uma média aritmética em unidades arbitrárias (U.A) que considera o tamanho 

da migração da cauda bem como a quantidade relativa de DNA nessa cauda (ASHBY 

et al., 1995). Os resultados obtidos para as três linhagens celulares testadas estão 

apresentados na Figura 12.  

Nas células HepG2, GAS e Caco-2, as concentrações avaliadas de 2, 20 e 200 

µM não aumentaram de forma significativa as quantidades de danos causados ao 

DNA quando comparados aos respectivos controles negativos (PBS: pH 7,4). O 

controle positivo (MMS - 300 µM), aumentou o Tail Moment e a % de danos na cauda 

(Tail Intensity) de forma estatisticamente significativa quando comparado aos 

respectivos controles negativos de células hepáticas, gástricas e intestinais. Para 

validação do sistema metabolizador de células HepG2, no ensaio cometa também foi 

utilizado como controle positivo o benzo[a]pireno (B[a]P) na concentração de 40 µM, 

onde a concentração final de DMSO não excedeu 1% em meio de cultura. Conforme 

apresentado na Figura 12, B[a]P foi capaz de induzir danos ao DNA de forma 

significativa quando comparado ao controle negativo, confirmando o funcionamento 

do sistema metabolizador de células HepG2. 
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Figura 12. Determinação dos danos causados ao DNA em células HepG2, GAS e Caco-
2 após tratamentos com sinefrina por meio do ensaio cometa para avaliação da 
genotoxicidade.  

 

Legenda: Porcentagem (%) de DNA na cauda (Intensity) e unidades arbitrárias de danos ao DNA 
(Moment) de 300 nucleoides avaliados pelo ensaio cometa em células (A) HepG2, (B) gástricas (GAS) 
e (C) Caco-2 após tratamento com três diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 ou 200 µM) e seus 
respectivos controles no tempo de 4 horas. A1, B1 e C1 representam os valores de Tail Intensy. A2, B2 
e C2 representam os valores de Tail Moment. As barras representam a média ± desvio padrão. CN: 
Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 - 0,05%); CP: Controle Positivo 
(MMS - 300 µM); B[a]P: benzo[a]pireno - 40 µM). *Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN 
após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de Kruskal-Wallis. 
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4.4. Mutagenicidade 

Os resultados obtidos a partir da análise de MNi, NPBs e NBUDs em células 

binucleadas que podem refletir a possível atividade mutagênica de sinefrina, estão 

apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4. As frequências de MNi em células tratadas com 

sinefrina nas três concentrações avaliadas não foram estatisticamente maiores 

quando comparadas ao grupo controle negativo (PBS; pH 7,4) para as três linhagens 

celulares (Tabelas 2, 3 e 4), demonstrando ausência de efeitos mutagênicos. Células 

tratadas com MMS na concentração de 300 µM (controle positivo) apresentaram 

frequências de MNi estatisticamente maiores nas três linhagens celulares testadas 

(HepG2, Caco-2 e GAS) quando comparadas com o controle negativo. Com relação 

a formação de pontes nucleoplasmáticas (NPBs) e brotos nucleares (NBUDs), 

nenhuma alteração significativa foi observada em tratamentos com sinefrina. Apenas 

o controle positivo aumentou a frequência dos parâmetros em questão na linhagem 

HepG2 (Tabela 2). Em células hepáticas (HepG2), a sinefrina na concentração de 200 

µM apresentou efeitos citostáticos diminuindo o parâmetro de % de células 

binucleadas (% BN) e o IDN (Tabela 2). Em células GAS (Tabela 3), houve uma 

diminuição estatisticamente significativa nas concentraçõs de 20 e 200 µM apenas 

para a % de células binucleadas (% BN), entretanto, efeitos no IDN não foram 

verificados nessas concentrações, indicando ausência de possíveis efeitos 

citostáticos. Por fim, para células Caco-2 (Tabela 4), nenhuma concentração avaliada 

demonstrou efeitos significativos para esses parâmetros analisados. 
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Tabela 2 - Frequência de micronúcleos (MNi), brotos nucleares (NBUDs) e pontes 
nucleoplasmáticas (NPBs) em 1000 células binucleadas; porcentagens de células 
binucleadas (% BN) e índices de divisão nuclear (IDN) em células de hepatocarcinoma 
humano (HepG2) tratadas por 24 horas com diferentes concentrações de sinefrina 
(SNF) 

Os valores representam a média ± desvio padrão de resultados obtidos em três culturas por 
tratamento. Um total de 3000 células binucleadas (1000 células por replicata) foram 
analisadas por tratamento para avaliação de diferentes anomalias nucleares. Os valores de 
IDN e %BN foram calculados utilizando como base a análise de 1500 células (500 células 
por replicata), CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 - 
0,05%); CP: Controle Positivo (MMS - 300 µM). *Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 
0,05) do CN após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de Kruskal-Wallis. 

 

  

CBMN-Cyt – HepG2  

TRATAMENTOS MNi  NBUDs  NPBs  %BN  IDN 

          

CN 14,00 ± 1,00  5,00 ± 1,73  3,67 ± 1,15  67,87 ± 0,99  1,74 ± 0,02 

CP 37,70 ± 3,51*  13,00 ± 1,00  14,00 ± 3,60*  43,13 ± 2,20*  1,43 ± 0,02* 

CS 14,00 ± 1,00  0,68 ± 1,15  2,67 ± 1,53  62,87 ± 4,74  1,67 ± 0,06 

SNF 2 µM 14,70 ± 3,51  2,33 ± 1,53  7,00 ± 2,65  62,67 ± 2,33  1,65 ± 0,03 

SNF 20 µM 18,70 ± 0,58  4,67 ± 1,53  6,67 ± 0,58  57,93 ± 2,76  1,63 ± 0,04 

SNF 200 µM 19,00 ± 1,73  7,33 ± 1,15  7,33 ± 1,58  51,33 ± 0,94*  1,54 ± 0,01* 
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Tabela 3 - Frequência de micronúcleos (MNi), brotos nucleares (NBUDs) e pontes 
nucleoplasmáticas (NPBs) em 1000 células binucleadas; porcentagens de células 
binucleadas (% BN) e índices de divisão nuclear (IDN) em células gástricas não 
tumorais (GAS) tratadas por 24 horas com diferentes concentrações de sinefrina 
(SNF) 
 

CBMN-Cyt – GAS  

TRATAMENTOS MNi  NBUDs  NPBs  %BN  IDN 

          

CN 9,00 ± 1,00  2,33 ± 0,58  2,66 ± 0,58  71,20 ± 1,29  1,75 ± 0,02 

CP 37,00 ± 7,00*  4,66 ± 3,05  9,00 ± 4,36*  34,93 ± 3,94*  1,37 ± 0,04* 

CS 9,67 ± 0,58  2,00 ± 2,65  3,00 ± 1,00  69,20 ± 1,76  1,74 ± 0,01 

SNF 2 µM 12,70 ± 1,53  5,00 ± 1,73  2,33 ± 1,53  68,60 ± 0,47  1,74 ± 0,01 

SNF 20 µM 14,30 ± 1,15  4,66 ± 1,15  3,33 ± 1,15  65,87 ± 0,57*  1,70 ± 0,02 

SNF 200 µM 14,70 ± 3,05  6,67 ± 1,15  4,67 ± 0,58  64,13 ± 3,72*  1,70 ± 0,05 

Os valores representam a média ± desvio padrão de resultados obtidos em três culturas por 
tratamento. Um total de 3000 células binucleadas (1000 células por replicata) foram 
analisadas por tratamento para avaliação de diferentes anomalias nucleares. Os valores de 
IDN e %BN foram calculados utilizando como base a análise de 1500 células (500 células por 
replicata), CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 - 0,05%); 
CP: Controle Positivo (MMS - 300 µM). *Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN 
após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de Kruskal-Wallis. 

  



56 
 

Tabela 4 - Frequência de micronúcleos (MNi), brotos nucleares (NBUDs) e pontes 
nucleoplasmáticas (NPBs) em 1000 células binucleadas; porcentagens de células 
binucleadas (% BN) e índices de divisão nuclear (IDN) em células de adenocarcinoma 
colorretal (Caco-2) tratadas por 24 horas com diferentes concentrações de sinefrina 
(SNF) 
 

CBMN-Cyt – Caco-2 

TRATAMENTOS MNi  NBUDs  NPBs  %BN  IDN 

          

CN 14,33 ± 1,15  6,66 ± 2,08  3,33 ± 1,53  60,67 ± 0,58  1,69 ± 0,001 

CP    32,00 ± 2,65*  10,67 ± 3,05  11,67 ± 4,04*  30,27 ± 3,72*  1,30 ± 0,04* 

CS 18,00 ± 3,00  8,33 ± 3,21  5,33 ± 0,58  61,30 ± 3,20  1,67 ± 0,03 

SNF 2 µM 13,67 ± 1,15  6,66 ± 1,53  6,66 ± 1,53  62,53 ± 0,90  1,68 ± 0,02 

SNF 20 µM 13,67 ± 1,15  6,33 ± 2,08  5,66 ± 0,58  61,10 ± 3,20  1,65 ± 0,03 

SNF 200 µM 17,33 ± 1,53  6,00 ± 1,00  5,66 ± 1,53  56,40 ± 2,50  1,58 ± 0,03 

Os valores representam a média ± desvio padrão de resultados obtidos em três culturas por 
tratamento. Um total de 3000 células binucleadas (1000 células por replicata) foram 
analisadas por tratamento para avaliação de diferentes anomalias nucleares. Os valores de 
IDN e %BN foram calculados utilizando como base a análise de 1500 células (500 células por 
replicata), CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 - 0,05%); 
CP: Controle Positivo (MMS - 300 µM). *Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN 
após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de Kruskal-Wallis. 
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4.5. Estresse Oxidativo e Quantificações Enzimáticas 

4.5.1. Determinação de Espécies Reativas (ERs) 

 A quantificação das ERs intracelulares produzidas após tratamentos com 

diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) em linhagens celulares 

hepáticas (HepG2), gástricas (GAS) e colorretais (Caco-2) estão apresentadas na 

Figura 13. As intensidades de fluorescência observadas com as células tratadas 

foram normalizadas e comparadas em porcentagem (%) de ERs geradas em relação 

ao controle negativo (PBS; pH 7,4). Como resultado, em células HepG2 todas as 

concentrações testadas de sinefrina (2, 20 e 200 µM) produziram aumentos de ERs 

intracelulares de forma significativa quando comparadas ao controle negativo (PBS; 

pH 7,4) após tratamentos de 6 horas. Nesta mesma linhagem, após 24 horas, 

somente a concentração mais elevada de 200 µM aumentou significativamente a 

produção de ERs em 2,62 vezes em relação ao controle. Em células gástricas não 

tumorais (GAS), nenhuma das concentrações avaliadas de sinefrina aumentou os 

níveis de ERs intracelulares. Para células Caco-2, somente após 24 horas de 

tratamento, aumentos significativos de ERs foram demonstrados para as 

concentrações de 2 e 200 µM. Por fim, os tratamentos com peróxido de hidrogênio 

(H2O2 - 1,0 mM) aumentaram os níveis de ERs nas três linhagens celulares estudas 

(HepG2, GAS e Caco-2) com valores que variaram de 2,09 à 3,91 vezes, 

independentemente do tempo de tratamento.  
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Figura 13. Determinação dos níveis intracelulares de ERs em células HepG2, GAS e 
Caco-2 após tratamentos com sinefrina para avaliação do potencial pró-oxidativo.  

 

Legenda: Formação de espécies reativas (ERs) intracelulares após tratamento de células HepG2, GAS 
e Caco-2 com diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e seus respectivos controles nos 
tempos de 6 e 24 horas. Os dados estão apresentados em porcentagem (%) de ERs geradas em 
relação ao controle negativo. As barras representam a média ± desvio padrão. CN: Controle Negativo 
(PBS; pH 7,4); CS: Controle de Solvente (HClO4 - 0,05%); CP: Controle Positivo (H2O2 - 1 mM). *Valores 
estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de 
Dunnett. 
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4.5.2. Quantificações Enzimáticas 

4.5.2.1. Glutationa (GSH) Intracelular 

As concentrações de GSH obtidas após tratamentos de 24 horas com três 

diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 ou 200 µM) em células HepG2, GAS e 

Caco-2 estão apresentados na Figura 14. De acordo com os resultados obtidos, as 

concentrações de 20 e 200 µM de sinefrina aumentaram significativamente os níveis 

enzimáticos intracelulares de GSH em todos os tipos de células (HepG2, GAS e Caco-

2) quando comparado com o controle negativo (PBS; pH 7,4). Também é importante 

destacar que a menor concentração estudada de 2 µM não aumentou os níveis de 

GSH em nenhuma das três linhagens celulares estudadas. Os efeitos mais 

pronunciados de sinefrina foram em células HepG2 onde a concentração de 200 µM 

aumentou 7,38 vezes os níveis enzimáticos de GSH em comparação ao controle 

negativo. O controle positivo (H2O2 - 1mM) também aumentou as concentrações 

intracelulares de GSH após 24 horas de tratamento.  
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Figura 14. Determinação dos níveis enzimáticos de GSH em células HepG2, GAS e 
Caco-2 após tratamentos com sinefrina para análise de alterações no estado redox 
intracelular.  

 

Legenda: Quantificações enzimáticas de GSH em células HepG2, GAS e Caco-2 após tratamento com 
diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e seus respectivos controles no tempo de 24 
horas. As barras representam a média ± desvio padrão da porcentagem (%) de fluorescência de GSH 
em relação ao controle negativo (% relação controle). CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: 
Controle Solvente (HClO4 - 0,05%); CP: Controle Positivo (H2O2 - 1 mM). *Valores estatisticamente 
diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett. 
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4.5.2.2. Catalase (CAT)  

As concentrações enzimáticas de CAT obtidas após tratamentos de 24 horas 

com três diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) em células HepG2, 

GAS e Caco-2 estão apresentadas na Figura 15. Os resultados deste ensaio 

demonstraram que somente em células gástricas (GAS) a sinefrina diminuiu de forma 

estatisticamente significativa, quando comparado ao controle negativo (PBS; pH 7,4), 

os níveis de CAT nas três concentrações avaliadas (2, 20 e 200 µM). Para células 

hepáticas e colorretais (HepG2 e Caco-2, respectivamente), as três concentrações de 

sinefrina utilizadas não alteraram significativamente os níveis enzimáticos de CAT 

quando comparadas com o controle negativo. Pode ser evidenciado também na 

Figura 15 a diferença no perfil de expressão de enzimas do sistema de defesa 

antioxidante entre as células do trato gastrintestinal humano. Em células gástricas não 

tumorais (GAS) a expressão basal de CAT (U/mL) no controle negativo foi menor que 

4 U, enquanto que em células hepáticas (HepG2) e intestinais (Caco-2) o mesmo 

tratamento obteve níveis enzimáticos de CAT iguais ou maiores que 10 U.  
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Figura 15. Determinação dos níveis enzimáticos de CAT em células HepG2, GAS e Caco-
2 após tratamentos com sinefrina para análise de alterações no estado redox 
intracelular.  

 

Legenda: Quantificações enzimáticas de CAT em células HepG2, GAS e Caco-2 após tratamento com 
diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e seus respectivos controles no tempo de 24 
horas. As barras representam a média ± desvio padrão. CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: 
Controle Solvente (HClO4 - 0,05%). *Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise 
por ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett. 
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4.5.2.3. Superóxido Dismutase (SOD) Mitocondrial 

As concentrações enzimáticas de SOD mitocondrial obtidas após tratamentos 

de 24 horas com três diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 ou 200 µM) em 

células HepG2, GAS e Caco-2 estão apresentados na Figura 16. É possível observar 

que, diferentemente dos resultados obtidos no ensaio de quantificação enzimática de 

CAT, a sinefrina nas três concentrações avaliadas (2, 20 e 200 µM) não alterou os 

níveis de SOD presentes na mitocôndria de forma significativa em nenhuma das 

linhagens celulares. 
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Figura 16. Determinação dos níveis enzimáticos de SOD mitocondrial em células 
HepG2, GAS e Caco-2 após tratamentos com sinefrina para análise de alterações no 
estado redox intracelular.  

 

Legenda: Quantificações enzimáticas de SOD mitocondrial em células HepG2, GAS e Caco-2 após 
tratamento com diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e seus respectivos controles no 
tempo de 24 horas. As barras representam a média ± desvio padrão da porcentagem (%) de 
fluorescência de SOD em relação ao controle negativo (% relação controle). CN: Controle Negativo 
(PBS; pH 7,4); CS: Controle Solvente (HClO4 - 0,05%). *Valores estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) 
do CN após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett. 
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4.5.2.4. Glutationa Peroxidase (GPx)  

As concentrações enzimáticas de GPx obtidas após tratamentos de 24 horas 

com três diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) em células HepG2, 

GAS e Caco-2 estão apresentadas na Figura 17. Para células hepáticas (HepG2), a 

concentração de 200 µM aumentou de forma significativa os níveis de GPx quando 

comparada ao controle negativo (PBS; pH 7,4). Em células GAS, nenhuma das três 

concentrações estudadas de sinefrina demonstrou alterar significativamente os níveis 

enzimáticos de GPx. Resultados similares foram encontrados em células intestinais 

(Caco-2), onde as concentrações de 2, 20 e 200 µM também não alteraram os níveis 

desta enzima. Assim como observado em CAT, os níveis enzimáticos basais de GPx 

foram diferentes entre os tipos celulares, sendo que células intestinais (Caco-2) e 

hepáticas (HepG2) apresentaram quantidades de 10 a 30 vezes maiores desta enzima 

quando em comparação com células gástricas (GAS). 
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Figura 17. Determinação dos níveis enzimáticos de GPx em células HepG2, GAS e Caco-
2 após tratamentos com sinefrina para análise de alterações no estado redox 
intracelular.  

 

Legenda: Quantificações enzimáticas de GPx em células HepG2, GAS e Caco-2 após tratamento com 
diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e seus respectivos controles no tempo de 24 
horas. As barras representam a média ± desvio padrão. CN: Controle Negativo (PBS; pH 7,4); CS: 
Controle Solvente (HClO4 - 0,05%); CP: Controle Positivo (H2O2 - 1 mM). *Valores estatisticamente 
diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett. 



67 
 

4.5.2.5. Malondialdeído (MDA)  

Os níveis do produto de peroxidação lipídica MDA equivalentes em TBARS que 

foram quantificados após tratamentos de 24 horas com três concentrações diferentes 

de sinefrina (2, 20 e 200 µM) em células HepG2, GAS e Caco-2 estão apresentados 

na Figura 18. Em células GAS e Caco-2, sinefrina nas concentrações de 2, 20 e 200 

µM demonstrou não promover aumentos significativos nas concentrações de MDA. 

Em células hepáticas HepG2, assim como demonstrado nos dados obtidos no ensaio 

de mensuração de ERs intracelulares, a concentração de 200 µM de sinefrina 

promoveu aumento significativo nas concentrações de MDA em TBARS. Como 

controle positivo foi utilizado o H2O2 (1mM), que nas três linhagens celulares 

demonstrou aumentar significativamente as concentrações de MDA após tratamentos 

de 24 horas.  
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Figura 18. Determinação dos níveis intracelulares de MDA presentes em TBARS em 
células HepG2, GAS e Caco-2 após tratamentos com sinefrina para análise de 
alterações no estado redox intracelular.  

 

Legenda: Quantificações de MDA presentes em TBARS em células HepG2, GAS e Caco-2 após 
tratamento com diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e seus respectivos controles no 
tempo de 24 horas. As barras representam a média ± desvio padrão. CN: Controle Negativo (PBS; pH 
7,4); CS: Controle Solvente (HClO4 - 0,05%); CP: Controle Positivo (H2O2 - 1 mM). *Valores 
estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise por ANOVA seguido pelo pós-teste de 
Dunnett. 
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4.6. Expressão Gênica (RT-qPCR) 

Os experimentos de expressão gênica por RT-qPCR demonstraram que todas 

as amostras de RNA total extraídas de controles e tratamentos com células HepG2, 

GAS e Caco-2 tiveram bom rendimento, com razões A260/A280 e A260/A230 entre 1,8 a 

2,2, indicando a pureza das amostras após a etapa de extração. Além disso, as 

integridades das amostras de RNA total também foram avaliadas em gel de agarose 

(1%) e todas apresentaram grau de integridade satisfatória para a realização dos 

experimentos de RT-qPCR (Apêndice 1). 

Os resultados dos experimentos de RT-qPCR para células HepG2, GAS e 

Caco-2 são demonstrados, respectivamente, nas Tabelas 5, 6 e 7. Somente genes 

que foram diferencialmente expressos no fold change (≥ 1,5 ou ≤ 0,5) e 

estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) pelo teste t – Student do controle negativo (PBS; 

pH 7,4) foram descritos nestas tabelas. Os valores de fold change foram convertidos 

para fold regulation, que representa o número de vezes que o gene foi alterado em 

relação ao grupo controle negativo (PBS; pH 7,4). Os controles de solvente (HClO4 - 

0,05%) não alteraram significativamente a expressão de todos os genes avaliados 

nestes experimentos em todas as linhagens celulares e, por isso, não foram 

apresentados nas tabelas abaixo. Os valores de significância (p-value) após teste t – 

Student e os valores médios de expressão relativa (2-ΔΔCt) obtidos em células HepG2, 

GAS e Caco-2 para os controles do solvente (CS) e os tratamentos, estão disponíveis, 

respectivamente, nos Apêndices 2, 3 e 4. 

Em células hepáticas (HepG2), os resultados observados na Tabela 5 

demonstraram que a sinefrina, de acordo com as concentrações avaliadas, alterou a 

expressão de um total de 6 genes. As concentrações de 2, 20 e 200 µM, ao mesmo 

tempo, induziram significativamente a expressão do gene TNF e diminuíram a 

expressão relativa de LIPE. Já as concentrações de 20 e 200 µM, aumentaram 

significativamente os níveis de transcritos (RNAm) dos genes MAPK1 e JUN. Por fim, 

a maior concentração estudada de sinefrina (200 µM) em células HepG2 demonstrou 

diminuir a expressão dos genes RELA e AKT1 em 2,28 e 3,49 vezes, respectivamente, 

em relação ao controle negativo. 

Em células gástricas (GAS), os resultados dos efeitos de sinefrina sobre a 

expressão gênica estão representados na Tabela 6. Nesta linhagem celular, sinefrina 

na menor concentração avaliada (2 µM), aumentou em 1,63 e 4,11 vezes a expressão 
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dos genes AKT1 e ADCY3, respectivamente, em relação ao controle. A concentração 

de 20 µM de sinefrina mostrou regular positivamente em 2,62 e 1,67 vezes a 

expressão relativa dos genes MAPK1 e JUN. Além disso, na maior concentração 

estudada dessa substância (200 µM), AKT1 e MAPK1 obtiveram aumentos 

significativos em sua expressão após tratamentos de 6 horas. Por fim, o gene TNF foi 

o único que teve sua expressão relativa significativamente diminuída quando células 

GAS foram tratadas com a maior concentração de sinefrina.  

Em células intestinais colorretais (Caco-2), os resultados dos efeitos de 

sinefrina sobre a expressão gênica desta linhagem são demonstrados na Tabela 7. 

Sinefrina, nas três concentrações avaliadas, induziu de forma significativa a expressão 

do gene MAPK1. As duas maiores concentrações estudadas de sinefrina (20 e 200 

µM) promoveram aumento na expressão do gene JUN em 2,89 e 2,80 vezes, 

respectivamente, em relação ao controle negativo. Outro gene que obteve aumentos 

de expressão relativa em duas concentrações diferentes avaliadas foi AKT1, onde 2 

e 200 µM regularam positivamente a expressão desse gene.. Além disso, somente na 

menor concentração avaliada de sinefrina (2 µM) os genes ATM, ATR, CHEK1, 

PRKACA, RELA e GNAS obtiveram regulação positiva significativa em relação ao 

controle negativo.  

Por fim, a Figura 19 demonstra as diferenças entre os padrões de expressão 

gênica obtidos nas diferentes linhagens celulares (HepG2, GAS e Caco-2) estudadas 

após tratamentos de 6 horas com três concentrações diferentes de sinefrina (2, 20 e 

200 µM). De acordo com o mapa de clusterização, é possível observar que células 

HepG2 e GAS demonstram respostas mais similares, onde principalmente as duas 

maiores concentrações de sinefrina alteraram a expressão de genes envolvidos no 

metabolismo celular. Já em células Caco-2, além das alterações nos genes de 

metabolismo celular nas maiores concentrações, a menor concentração de sinefrina 

(2 µM) demonstrou alterar também os níveis de transcritos de genes da via de 

sinalização de danos no DNA, sendo este padrão só observado em células colorretais.   
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Tabela 5 - Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo energético e à danos no DNA que foram significativamente 
alterados em células HepG2 após tratamento com diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. 
GAPDH, GUSB e HPRT1 foram utilizados como genes de referência para a normalização  

Gene (Símbolo) Descrição do Gene 
Sequência de 

referência 
(GeneBank) 

SNF 
2 µMa 

SNF 
20 µMa 

SNF 
200 µMa 

      

AKT1 AKT Serine/Threonine Kinase 1 NM_005163 NA NA - 3,49 

LIPE Lipase E, Hormone Sensitive Type NM_005357 - 2,22 - 3,66 - 2,97 

MAPK1 Mitogen-Activated Protein Kinase 1 NM_002745 NA + 2,70 + 3,05 

JUN Jun Proto-Oncogene NM_002228 NA + 2,89 + 2,80 

RELA 
Avian Reticuloendotheliosis Viral 
Proto-Oncogene (NF-KB Subunit) 

NM_ 

NM_021975 
NA NA - 2,28 

TNF Tumor Necrosis Factor NM_000594 + 2,27 + 1,57 + 2,10 

 
NA: Não Alterado. aOs valores representam a média referente ao número de vezes que o gene foi alterado (fold regulation) em relação ao grupo 
controle negativo (CN; PBS). Nesta tabela estão apresentados somente genes que obtiveram valores com expressão relativa ≥ 1,5 ou ≤ 0,5 e 
que foram estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise pelo teste t - Student.  Os dados com todos os valores médios de expressão 
relativa obtidos 2-ΔΔCt e valor de significância (p-values) após teste t – Student estão disponíveis no apêndice 2. 
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Tabela 6 - Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo energético e à danos no DNA que foram significativamente 
alterados em células GAS após tratamento com diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. GAPDH, 
ACTB e HPRT1 foram utilizados como genes de referência para a normalização  

Gene (Símbolo) Descrição do Gene 
Sequência de 

referência 
(GeneBank) 

SNF 
2 µMa 

SNF 
20 µMa 

SNF 
200 µMa 

      

AKT1 AKT Serine/Threonine Kinase 1 NM_005163 + 1,63 NA + 1,92 

ADCY3 Adenylate Cyclase 3 NM_004036 + 4,11 NA NA 

MAPK1 Mitogen-Activated Protein Kinase 1 NM_002745 NA + 2,62 + 2,32 

JUN Jun Proto-Oncogene NM_002228 NA + 1,67 NA 

TNF Tumor Necrosis Factor NM_000594 NA NA - 2,00 

 
NA: Não Alterado. aOs valores representam a média referente ao número de vezes que o gene foi alterado (fold regulation) em relação ao grupo 
controle negativo (CN; PBS). Nesta tabela estão apresentados somente genes que obtiveram valores com expressão relativa ≥ 1,5 ou ≤ 0,5 e 
que foram estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise pelo teste t - Student. Os dados com todos os valores médios de expressão 
relativa obtidos 2-ΔΔCt e valor de significância (p-values) após teste t – Student estão disponíveis no apêndice 3. 
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Tabela 7 - Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo energético e à danos no DNA que foram significativamente 
alterados em células Caco-2 após tratamento com diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. 
GAPDH, GUSB e HPRT1 foram utilizados como genes de referência para a normalização  

Gene (Símbolo) Descrição do Gene 
Sequência de 

referência 
(GeneBank) 

SNF 
2 µMa 

SNF 
20 µMa 

SNF 
200 µMa 

      

AKT1 AKT Serine/Threonine Kinase 1 NM_005163 + 2,16 NA + 1,64 

GNAS 
Guanine Nucleotide Binding Protein 

(G Protein), Alpha Stimulating 
NM_001077488 + 1,50 NA NA 

MAPK1 Mitogen-Activated Protein Kinase 1 NM_002745 + 1,87 + 2,50 + 2,62 

JUN Jun Proto-Oncogene NM_002228 NA + 2,36 + 1,88 

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated NM_000051 + 1,68 NA NA 

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related NM_001184 + 1,61 NA NA 

CHEK1 Checkpoint Kinase 1 NM_001244846 + 1,72 NA NA 

PRKACA 
Protein Kinase CAMP-Activated 

Catalytic Subunit Alpha 
NM_ 002730 + 1,70 NA NA 

RELA 
Avian Reticuloendotheliosis Viral 
Proto-Oncogene (NF-KB Subunit) 

NM_021975 + 1,85 NA NA 

 
NA: Não Alterado. aOs valores representam a média referente ao número de vezes que o gene foi alterado (fold regulation) em relação ao grupo 
Controle Negativo (CN; PBS). Nesta tabela estão apresentados somente genes que obtiveram valores com expressão relativa ≥ 1,5 ou ≤ 0,5 e 
que foram estatisticamente diferentes (p ≤ 0,05) do CN após análise pelo teste t - Student. Os dados com todos os valores médios de expressão 
relativa obtidos 2-ΔΔCt e valor de significância (p-values) após teste t – Student estão disponíveis no apêndice 4. 
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Figura 19. Perfil de expressão gênica em células HepG2, GAS e Caco-2 após 
tratamentos com sinefrina para análise comparativa.  

 
 
Legenda: Heat Map com os diferentes perfis de expressão gênica obtidos em células hepáticas 
(HepG2), gástricas (GAS) e intestinais (Caco-2) após 6 horas de tratamento com diferentes 
concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) e seus respectivos controles. CN: Controle Negativo (PBS; 
pH 7,4); CS: Controle Solvente (HClO4 - 0,05%). Os valores de fold change foram convertidos para 
escala logaritimica (log2). Valores em vermelho representam diminuição da expressão e em verde 
aumento de expressão. A clusterização foi organizada baseando-se em ligação média e as distâncias 
de ligação calculadas com o método euclidiano. 
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5. DISCUSSÃO 
 

Inicialmente, para a realização deste estudo, uma revisão detalhada e 

extensiva dos dados publicados foi executada para selecionar as concentrações de 

sinefrina a serem avaliadas nos ensaios de citotoxicidade. O trabalho de Rossato et 

al. (2010), que avaliou o efeito de sinefrina em células Caco-2 utilizando o teste do 

LDH (enzima lactato desidrogenase), foi usado como base para a escolha das 

concentrações (25, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 2000, 4000 e 5000 µM) e do solvente 

(HClO4 - 0,05%) para a solubilização da sinefrina.      

Os primeiros ensaios realizados foram os de citotoxicidade, com um amplo 

espectro de concentrações avaliadas (de 25 a 5000 µM). De acordo com os resultados 

obtidos no ensaio do MTT, o termogênico sinefrina não demonstrou possuir efeito 

citotóxico ou causar diminuição significativa na viabilidade celular de linhagens 

humanas hepáticas (HepG2), gástricas (GAS) e intestinais (Caco-2) in vitro. 

Adicionalmente, seguindo as recomendações de agências regulatórias para estudos 

de citotoxicidade in vitro onde a execução de pelo menos dois ensaios com diferentes 

endpoints é sugerida (VINKEN; BLAAUBOER, 2017), para a complementação dos 

resultados obtidos no ensaio do MTT, foi realizado o ensaio de captação de VN que, 

diferentemente do primeiro ensaio, tem como parâmetro a avaliação da viabilidade 

celular baseada na atividade lisossomal das células. Assim como no ensaio do MTT, 

os resultados encontrados após tratamentos com sinefrina nas três linhagens 

celulares estudadas também demonstraram ausência de citotoxicidade em todas as 

concentrações empregadas. 

Dados disponíveis demonstram que estes resultados obtidos são similares aos 

relatados por outros autores na avaliação de citotoxicidade de sinefrina. No trabalho 

de Cui et al. (2015) que avaliou os possíveis efeitos citotóxicos da sinefrina em 

linhagem celular hepática de rato (H4IIE) após realizar o ensaio do MTT com 

concentrações de 1 a 100 µM, também não foram observadas diminuições na 

viabilidade celular desta linhagem hepática in vitro. Em outro estudo, Roh et al. (2014) 

após realizarem o ensaio do MTT para analisar o potencial citotóxico da sinefrina nas 

concentrações de 10, 100 e 200 µM, novamente não observaram diminuição na 

viabilidade celular de fibroblastos embrionários normais de ratos (células NIH/3T3). 

Hong et al. (2012), ao avaliarem o efeito da sinefrina sobre células normais musculares 
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esqueléticas L6 de ratos, também não constataram efeitos citotóxicos em 

concentrações até 100 µM no ensaio do MTT. Por fim, mesmo com a utilização de 

uma linhagem celular modelo para avaliar a absorção intestinal de compostos, como 

as células intestinais Caco-2, Rossato et al. (2010) ao executarem o ensaio de 

citotoxicidade do LDH em concentrações de 500 e 1000 µM com estas células, 

relataram não encontrar efeitos citotóxicos de sinefrina após 3 horas de tratamento. 

Estudos que analisaram o potencial citotóxico de sinefrina utilizando o ensaio de 

captação do VN em linhagens celulares in vitro não foram encontrados em literatura 

científica até o presente momento para comparação.  

Nos ensaios de citotoxicidade foram testadas desde concentrações mais baixas 

até concentrações que poderiam estar presentes nas cápsulas de suplementos 

termogênicos que são ingeridas pelos consumidores em geral. Os suplementos 

alimentares que contêm sinefrina em sua composição, geralmente apresentam 

quantidades que variam de 6 a 10% desta substância, contudo, existem relatos de 

suplementos contendo até 95% de sinefrina (DWYER; ALLISON; COATES, 2005). 

Um estudo realizado recentemente por Viana et al. (2016) validou um método de 

análise para 46 produtos adquiridos em 30 diferentes websites brasileiros (e-

commerce) e estes métodos analíticos identificaram que as concentrações ingeridas 

de sinefrina pelos brasileiros estavam entre 59,1 (3535 µM) e 217 mg (7595 µM) 

diárias. Vale enfatizar que no estudo de Viana et al. (2016), a sinefrina foi quantificada 

nos comprimidos de suplementos alimentares, ou seja, ela ainda não havia sido 

ingerida e também não havia passado por absorção, distribuição e metabolização. 

Para selecionar as concentrações a serem avaliadas em ensaios posteriores 

de proliferação celular, genotoxicidade, mutagenicidade, alterações enzimáticas e de 

expressão gênica, rotineiramente são escolhidas concentrações próximas das 

concentrações plasmáticas, que no caso de sinefrina variam de 2 a 3 ng/mL (HALLER 

et al., 2005). Entretanto, é preciso levar em consideração que se trata de um estudo 

que utilizou modelos de cultura de células in vitro de órgãos alvos na absorção e 

metabolização de sinefrina. De acordo com os resultados previamente descritos por 

Da Silva-Pereira et al. (2016), após a sua ingestão, a sinefrina tem passagem rápida 

pelo estômago e vai para o intestino onde a maior fração do composto é absorvido 

(30-90%), em seguida, segue para uma transformação hepática rápida porque chega 

ao fígado por meio da veia porta.  
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Geralmente, substâncias que são absorvidas no intestino e transportadas para 

o fígado rapidamente via veia porta, podem estar presentes em concentrações mais 

elevadas nesses órgãos quando em comparação à concentração na circulação 

sistêmica. Demonstrou-se que estas diferenças entre concentrações nos órgãos de 

absorção e metabolização podem atingir fatores de 5 vezes ou mais em relação as 

concentrações plasmáticas (YAMANO et al., 2001). Além disso, pode se esperar 

também que, em termos metabólicos, o fígado seja o principal local de ação de 

sinefrina. Em ratos Wistar, por exemplo, foram encontradas concentrações variando 

de 10 a 500 μM na veia porta do fígado após infusão de sinefrina (DA SILVA-PEREIRA 

et al., 2016). Portanto, as concentrações no estômago, intestino e fígado de usuários 

de suplementos termogênicos, dependendo da quantidade de sinefrina ingerida 

diariamente nas cápsulas, podem atingir níveis entre os intervalos de concentração 

de 2 a 200 μM, que não demonstraram ter efeitos citotóxicos nesta faixa e, portanto, 

foram selecionadas para serem avaliadas neste presente estudo em experimentos 

posteriores. 

Apesar de apresentar ausência de efeitos citotóxicos em células HepG2, GAS 

e Caco-2 in vitro, esses resultados ainda não asseguram ausência total de efeitos 

antiproliferativos induzidos por sinefrina. Os ensaios de citotoxicidade podem 

apresentar fatores de confusão na avaliação de perigo de compostos, isso porque, 

outros mecanismos de ação como, por exemplo, o estresse oxidativo, podem levar a 

danos no DNA ou causar efeitos antiproliferativos mesmo sem induzir a morte celular 

em células humanas (JUDSON et al., 2016). Para analisar estes tipos de efeitos da 

sinefrina, ensaios de proliferação celular utilizando o conteúdo de proteína total em 

tempos de 3, 24, 48 e 72 horas foram realizados juntamente com os experimentos de 

citometria de fluxo, que avaliaram os efeitos da ação de sinefrina em cada fase do 

ciclo celular (G1, S e G2/M) de células hepáticas, gástricas e intestinais in vitro.  

Os resultados utilizando o conteúdo de proteína total após tratamentos com três 

concentrações da sinefrina, demonstraram a ausência de aumento ou diminuição 

significativa da proliferação celular quando comparado aos controles negativos em 

todos os tempos avaliados, indicando provável ausência de efeitos antiproliferativos 

desta substância em tratamentos com tempos maiores ao de 24 horas. Para a 

complementação desses resultados citados, possíveis alterações na cinética do ciclo 

celular das linhagens após tratamentos de 24 horas com sinefrina utilizando-se de 

citometria de fluxo também foram executadas e, nas três concentrações estudadas (2, 
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20 ou 200 µM), não houve alterações significativas na população de células nas fases 

G1, S e G2/M quando comparado com o tratamento controle. 

Resultados para ensaios de proliferação e cinética de ciclo celular com sinefrina 

em células humanas in vitro não foram encontrados para comparação destes 

resultados. Uma alternativa foi comparar os resultados de sinefrina com os de 

substâncias análogas a sua estrutura química e farmacológica como, por exemplo, 

aminas adrenérgicas e anfetaminas. Assim como sinefrina, catinona e norefedrina em 

concentrações de 0 até 10000 µM entre tempos de tratamento de 6 a 96 horas não 

exerceram efeitos negativos sobre a proliferação de células mononucleares de sangue 

periférico humanas in vitro. Além disso, no caso específico da norefedrina, aumentos 

significativos na proliferação de linfócitos T humanos in vitro foram observados 

(BREDHOLT et al., 2013).  

Conforme descrito anteriormente, existem muitos trabalhos sobre a presença e 

ausência de efeitos adversos causados pela sinefrina, especialmente em seres 

humanos. Por outro lado, apenas alguns resultados de experimentos que executaram 

ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade com sinefrina estão disponíveis no 

momento para avaliação de seu perigo. Mais relevante ainda é que as propriedades 

genotóxicas e mutagênicas desta substância não foram investigadas em estudos 

anteriores, de acordo com nosso conhecimento, em linhagens celulares gástricas, 

intestinais e hepáticas humanas in vitro.  

Os resultados observados na Figura 13 e nas Tabela 2, 3 e 4 mostraram a 

ausência de danos primários causados ao DNA no ensaio cometa e de indução de 

MNs causados por quebras ou perdas cromossômicas após tratamentos com três 

concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) em células HepG2, GAS e Caco-2. Com 

relação ao ensaio citoma do MN (CBMN-Cyt), os resultados obtidos principalmente 

em células hepáticas HepG2 para os parâmetros de % de células BN e no IDN 

sugerem que em concentrações de 200 µM a sinefrina tenha exercido possível ação 

citostática.  

Os resultados obtidos nos ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade estão 

de acordo com os poucos dados apresentados em literatura até o presente momento. 

Dados obtidos por McGregor et al. (1988), também não demonstraram a atividade 

genotóxica de sinefrina após tratamentos em células de linfoma de rato (L5178Y) em 

concentrações de 120 μM a 21,5 mM. Em outro trabalho, Ekhlas (2014) ao estudar os 

possíveis efeitos mutagênicos do extrato da casca de Citrus aurantium (laranja 
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amarga) com o teste do MN em cultura de linfócitos humanos in vitro, relata que a 

laranja amarga e a sinefrina não possuem efeitos mutagênicos em concentrações 

correspondentes a 1,2 μg/mL ou 0,07 µM.  

Em uma revisão recente publicada por Stohs (2017), o autor cita outros dois 

estudos que avaliaram os efeitos genotóxicos e mutagênicos da sinefrina. No primeiro, 

sinefrina e seus produtos metabólicos também não induziram a formação de MNs em 

cultura celular de leucócitos in vitro até a maior concentração testada de 100 ng/mL 

(0,6 μM). No segundo estudo, quando a potencial mutagenicidade do extrato de 

laranja amarga (Advantra Z®) contendo 50% de sinefrina foi analisada pelo ensaio de 

mutação reversa bacteriano de Salmonella typhimurium (Teste de Ames) utilizando as 

cepas TA1535, TA97a, TA98, TA100 e TA102 e na presença/ausência do sistema de 

ativação metabólica S9, os resultados de Deshmukh et al. (2017) também indicaram 

que o extrato de laranja amarga (contendo 50% de sinefrina) não promovia efeitos 

citotóxicos e mutagênicos. Em adição, neste último trabalho citado, os autores relatam 

que “esses resultados afirmam e estendem o conhecimento sobre a segurança do 

extrato de laranja amarga e da sinefrina”. 

Todavia, para a afirmação completa sobre a segurança de sinefrina muitos 

estudos ainda devem ser realizados. Isso porque, além dos efeitos genotóxicos e 

mutagênicos desta substância não terem sido investigados em linhagens celulares 

gástricas, intestinais e hepáticas humanas in vitro, estudos sobre os efeitos pró-

oxidativos e distúrbios no estado redox intracelular dessas linhagens celulares 

oriundas de órgãos alvos na absorção e metabolização de sinefrina também não 

foram executados. Possíveis alterações no estado redox celular poderiam, por 

exemplo, evidenciar e sugerir uma explicação para os efeitos citostáticos encontrados 

em células HepG2.  

Um dos primeiros passos para a avaliação de possíveis efeitos pró-oxidativos 

gerados por uma substância está em quantificar a produção de espécies reativas 

(ERs) intracelulares. Essas ERs intracelulares foram mensuradas inicialmente neste 

trabalho com a utilização do marcador fluorescente diclorodihidrofluoresceina 

diacetato (H2DCFDA). O ensaio com o marcador fluorescente H2DCFDA é hoje um 

dos métodos mais utilizados mundialmente para medir o nível de formação de ERs, 

pois após a penetração na membrana celular, o H2DCFDA é desacetilado por 

esterases celulares no composto não fluorescente diclorodihidrofluoresceina (H2DCF), 
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que é oxidado por ERs no produto fluorescente dihidrofluoresceina (DCF), o qual pode 

ser quantificado (SZYCHOWSKI et al., 2016).  

Os resultados dos ensaios com H2DCFDA demonstrados na Figura 13, indicam 

aumento na formação de ERs em células hepáticas HepG2 após 6 horas de 

tratamento em todas as concentrações testadas de sinefrina (2, 20 e 200 μM). Após 

24 horas de tratamento, a concentração 200 μM de sinefrina demonstrou aumentos 

significativos em relação ao controle negativo em células hepáticas e intestinais 

(HepG2 e Caco-2) e, a concentração de 2 μM, promoveu aumentos na geração de 

ERs somente em células Caco-2. De forma similar, por exemplo, Silva, Silva e Carmo 

(2014) também observaram aumentos nos níveis de ERs geradas no ensaio 

H2DCFDA em células hepáticas HepG2 tratadas por 24 horas com 4 diferentes 

classes de anfetaminas.  

Para a obtenção de dados mais robustos sobre os efeitos pró-oxidativos de 

sinefrina, outras opções para a avaliação de estresse oxidativo de uma substância 

podem ser ou por meio da mensuração de enzimas da defesa antioxidante ou então, 

por meio da quantificação de produtos metabólicos gerados em consequência do 

desbalanço redox causado, como por exemplo, o malondialdeído (MDA) que é 

resultado de lipídios oxidados de membranas celulares. Por isso, foi realizado neste 

estudo a mensuração de enzimas da defesa antioxidante como Glutationa (GSH), 

Catalase (CAT), Superóxido Dismutase (SOD) mitocondrial e Glutationa Peroxidase 

(GPx). Além disso, também foi quantificado o produto de peroxidação lipídica 

Malondialdeído (MDA).  

Os resultados obtidos após as quantificações enzimáticas revelaram que as 

concentrações de 20 e 200 µM aumentaram de forma significativa a concentração 

intracelular de GSH em todos os tipos de células (HepG2, GAS e Caco-2) quando 

comparado com o controle negativo (PBS). Para CAT os resultados encontrados 

mostraram que em células gástricas (GAS) os níveis enzimáticos diminuíram em todas 

as concentrações testadas (2, 20 e 200 µM). Quando os níveis de GPx foram 

mensurados, os resultados demonstram que somente em células HepG2 após 

tratamentos com as concentrações de 20 e 200 µM, os níveis de GPx aumentaram 

significativamente. Por fim, um aumento na quantificação de MDA na maior 

concentração de sinefrina avaliada (200 µM) foi específico em células hepáticas.  

Em resumo, os resultados observados nos ensaios de mensuração de ERs 

intracelulares e nas quantificações enzimáticas podem sugerir diferentes efeitos do 
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modo de ação da sinefrina e também da sua especificidade em cada tipo de linhagem 

celular, principalmente em células hepáticas. Possivelmente, o aumento de GSH em 

todas as linhagens celulares podem estar relacionados não somente aos efeitos pró-

oxidativos da sinefrina, mas sim aos seus efeitos no metabolismo endógeno 

intracelular de células de mamíferos. O GSH é conhecidamente uma das proteínas 

mais importantes do sistema antioxidante na detoxificação de peróxidos gerados pois 

é considerada a primeira linha de defesa contra danos oxidativos onde está enzima 

funciona como um eliminador e cofator na detoxificação metabólica (NOZAL et al., 

1997; LEI et al., 2016). No caso de aminas simpaticomiméticas e anfetaminas, após 

sua ligação aos receptores adrenérgicos para a ativação dos efeitos biológicos, 

substâncias químicas dessas classes elevam sua afinidade de ligação a grupos tióis 

intracelulares e tendem a se conjugar com GSH (CARVALHO et al., 2004). Esse 

conjugado pode ou facilitar a excreção dos metabólitos por outras enzimas 

antioxidantes ou então, se não detoxificado, pode haver a formação de aductos de 

proteínas e a indução de estresse oxidativo dependendo do tipo de célula envolvida 

(CARVALHO et al., 2012).  

Como em nossos estudos foram realizados tratamentos com duração de 24 

horas, a sinefrina pode ter se conjugado com GSH e aumentado os níveis enzimáticos 

em células hepáticas, gástricas e intestinais. Dados com células humanas in vitro 

ainda se encontram indisponíveis para melhor comparação com nossos resultados 

com sinefrina. Em animais, Arbo et al. (2009) ao avaliarem a toxicidade subcrônica de 

sinefrina em camundongos após tratamentos com 30 ou 300 mg/kg (correspondente 

a 1792 e 17942 μM, respectivamente) também verificaram aumentos dos níveis 

enzimáticos de GSH.  

Em células gástricas (GAS), foi observado uma diminuição significativa nos 

níveis enzimáticos de CAT após tratamentos com todas as concentrações de 

sinefrina. Todavia, os resultados do ensaio de formação de ERs intracelulares com 

H2DCFDA, demonstraram que não houve geração de radicais livres neste tipo de 

células. Assim como para GSH, os resultados significativos de CAT em GAS 

possivelmente podem estar relacionados aos efeitos pró-oxidativos da sinefrina em 

associação com a ação do biometabolismo de detoxificação. Normalmente em células 

oriundas do epitélio gástrico, enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GSH e GPx, 

geralmente estão expressas para contribuir com o equilíbrio oxidativo/antioxidante 

gástrico (XU et al., 2016). As anfetaminas demonstram tendência a diminuir a 
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atividade ou a expressão de enzimas antioxidantes, incluindo CAT, em sua fase de 

detoxificação (KRASNOVA; CADET, 2009; CARVALHO et al., 2012). Neste caso, 

assim como as anfetaminas, pode ser proposto que sinefrina ao se conjugar com GSH 

e aumentar os seus níveis de expressão tenha, por feedback negativo, diminuído os 

níveis enzimáticos de CAT no mecanismo/auxílio de detoxificação desta substância 

em células gástricas. Esse mecanismo pode explicar, por exemplo, a ausência de 

resultados no ensaio de H2DCFDA em células GAS nos tratamentos de 6 e 24 horas. 

Porém, nesta mesma avaliação do estado redox intracelular, observamos a 

ação e efeitos específicos de sinefrina em células hepáticas. De acordo com Haller et 

al. (2005), a sinefrina é transformada por enzimas mitocondriais monoamina oxidases 

(MAOs) em ácido p-hidroximandélico e experimentos com mitocôndrias isoladas, e 

estudos de farmacocinética mostraram que esta reação é exercida 

predominantemente no fígado (DA SILVA-PEREIRA et al., 2016), sendo esse 

considerado o principal órgão de metabolização da sinefrina. A ação específica de 

sinefrina em células hepáticas e sua metabolização pelas MAOs de mitocôndrias 

principalmente dessas células, podem sugerir a explicação do porque boa parte dos 

resultados foram observados em células hepáticas HepG2.  

Inicialmente, a especificidade de ação e o maior número de mitocôndrias em 

células hepáticas, já que demandam maiores quantidades de produção de energia 

para respiração celular e metabolização (VELTRI; ESPIRITU; SINGH, 1990) em 

comparação com células gástricas e intestinais, sugerem o maior número de 

resultados positivos em HepG2, uma menor quantidade em células intestinais Caco-

2 e a ausência em células GAS. Como exemplo, aumento significativo nas 

quantificações de ERs intracelulares, na enzima antioxidante GPx e no produto de 

peroxidação lipídica MDA foi demonstrado somente em HepG2. 

A formação de ERs intracelulares em células HepG2 e Caco-2 e as alterações 

no estado redox de células HepG2 podem estar relacionadas também com a 

consequente formação de peróxido de hidrogênio (H2O2) resultante da metabolização 

de sinefrina pelas MAOs. De acordo com Grandy (2007), a oxidação de sinefrina por 

MAOs para a geração do produto metabólico ácido p-hidroximandélico tem como 

consequência a formação de H2O2. Inicialmente, os efeitos mais significativos 

observados na indução de ERs após 6 horas de tratamento em células HepG2 podem 

estar relacionados, por exemplo, a meia-vida da sinefrina que é de aproximadamente 

3 horas (HALLER et al., 2005). Em seguida, a formação de ERs na concentração de 
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200 μM de sinefrina após 24 horas, poderia ser o fator que estaria causando os efeitos 

citostáticos observados em células hepáticas humanas in vitro.  

Aliados a estes resultados, se sinefrina ao ser metabolizada pelas MAOs de 

células HepG2 possivelmente induziu a produção de H2O2, justifica-se as 

consequentes alterações no estado redox com os aumentos de GPx, enzima 

antioxidante que tem ação específica de detoxificação de H2O2 (TAPPEL, 1978). Em 

primeiro lugar, o aumento de GPx e não de CAT para detoxificar as ERs observadas 

no ensaio de H2DCFDA em células HepG2 já poderia ser esperado, visto que 

especificamente em hepatócitos, as mitocôndrias dessas células são especialmente 

vulneráveis aos efeitos de EROs, pois não possuem a enzima CAT expressa nessa 

organela e sim nos peroxissomos (DELEVE; KAPLOWITZ, 1991). Nesse tipo de 

células humanas, a enzima GPx é, geralmente, a primeira linha de defesa contra a 

ação de peróxidos como o H2O2 (MARÍ et al., 2009) gerados na mitocôndria e, 

justificaria o porque do aumento de GPx e não de CAT em células HepG2.  

Os aumentos nos níveis enzimáticos de GPx indicam uma resposta de defesa 

das células à indução de EROs em células HepG2, pois a ação de aumentar a enzima 

antioxidante GPx provavelmente pode explicar o aumento significativo de MDA 

demonstrado na Figura 18 somente para esta linhagem de células. Especificamente, 

como relatado acima para o sistema de defesa antioxidante de células hepáticas, a 

detoxificação de H2O2 é realizada pela ação das enzimas GPx/GSH e pela reação de 

Fenton, que gera como produto de metabolização o radical hidroxila (OH°), um grande 

indutor de peroxidação lipídica em membranas celulares (AYALA; MUÑOZ; 

ARGÜELLES, 2014), cujos efeitos foram provavelmente refletidos nas quantificações 

de MDA somente para a concentração de 200 μM.  

Com isto, devido à ausência de resultados com células humanas in vitro e 

também de trabalhos que realizaram tratamentos em tempos iguais aos executados 

neste estudo, os resultados observados na geração de ERs intracelulares com 

H2DCFDA e nos ensaios enzimáticos, podem sugerir a indução de estresse oxidativo 

em células humanas hepáticas causadas por sinefrina. Atualmente, é de 

conhecimento que o estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na 

etiologia de diversas doenças humanas como diabetes mellitus, aterosclerose, 

alterações cardiovasculares, envelhecimento e câncer (GALADARI et al., 2017). No 

processo carcinogênico, os radicais livres gerados durante o estresse oxidativo 

contribuem interagindo com o DNA de duas formas. A primeira forma é a direta, onde 
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radicais livres ocasionam efeitos extremamente deletérios como aductos, crosslinks e 

quebras de fita simples e duplas (FEDERICO et al., 2007). A segunda forma é a 

indireta, onde a interação das espécies reativas pode resultar na formação de bases 

oxidadas na estrutura de dupla hélice ou as ERs podem modificar o “pool” de 

nucleotídeos livres presentes no meio intracelular para depois serem incorporados 

erroneamente no DNA (HAGHDOOST et al., 2005). 

Apesar dos resultados de ensaios que envolvem o estado redox demonstrarem 

efeitos pró-oxidativos, aparentemente as ERs geradas no processo de metabolização 

de sinefrina não promoveram danos significativos ao DNA e, consequentemente, não 

ocasionaram a indução de instabilidade cromossômica em células HepG2 in vitro. 

Existem, atualmente, várias possíveis hipóteses para justificar esses resultados 

contraditórios, onde aumentos na geração de radicais pró-oxidativos intracelulares 

foram observados, mas não houveram detecções de efeitos como citotoxicidade, 

genotoxicidade ou mutagenicidade.  

Uma das possibilidades pode estar justamente envolvida com o mecanismo de 

ação indireta das ERs no DNA durante o processo de estresse oxidativo que foi 

descrito acima, porém é menos provável. A interação das ERs indiretamente com o 

DNA por meio da formação de bases oxidadas na estrutura de dupla hélice ou da 

modificação de bases no “pool” de nucleotídeos livres no meio intracelular, como a 8-

oxo-dihidroguanosina (8-OHdG), podem não ter sido detectados nesta versão do 

ensaio cometa (VALAVANIDIS; VLACHOGIANNI; FIOTAKIS, 2009). O ensaio cometa 

com células humanas in vitro utilizando o pH alcalino (pH ≥ 13) permite a detecção de 

danos ao DNA como, por exemplo, quebras de fita simples e duplas e também de 

sítios álcali-lábeis. Entretanto, danos oxidativos que geram bases oxidadas no DNA 

não são especificamente identificados por essa versão do método (COLLINS, 2009).  

As bases oxidadas no DNA podem causar diferentes efeitos deletérios ao 

material genético de células humanas. Após incorporadas, se não houver eficiente 

reparo de DNA, as bases oxidadas podem causar substituições de nucleotídeos do 

tipo transversões de G:C para T:A, enquanto que a incorporação de nucleotídeos 

oxidados livres no citoplasma conduzirá para transversões de A:T para C:G. Quando 

o processo de replicação está em acontecimento, os nucleotídeos erroneamente 

incoporporados citados anteriormente podem provocar também quebras simples e 

duplas na cadeia de DNA e, consecutivamente, ocasionar eventos de rearranjos 

cromossômicos, segregação cromossômica anormal e diminuição dos telômeros 
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(VODICKA et al., 2016). O ensaio do MN é uma da metodologia que permite identificar 

esses tipos de danos cromossômicos (FENECH et al., 2011), porém, caso as ERs 

resultantes do metabolismo de sinefrina em células hepáticas (HepG2) tenham 

promovido a formação de bases oxidadas, efeitos da incorporação dessas bases 

oxidadas no DNA ou não resultaram em mutações cromossômicas, ou então, foram 

detectadas e removidas por sistemas de defesa intracelular como o reparo de DNA, 

pois aumentos nas frequências de MNs não foram observadas nesta linhagem celular.  

Uma outra hipótese mais coerente é a de que sinefrina pode estar induzindo o 

chamado "estresse oxidativo agudo". Neste tipo de mecanismo, Lushchak (2016) 

sugere que determinadas substâncias promovem aumento nas quantidades ERs 

geradas que (I) ou não são suficientes para se ter um nível de estresse oxidativo 

danoso para as estruturas celulares ou (II) a quantidade de ERs produzidas 

acontecem apenas por um certo/curto período de tempo. Nesta revisão abrangente, o 

autor relata que nesses casos ocorrem três consequências principais nas células 

humanas que são: (I) uma expressão aumentada de enzimas antioxidantes como 

GPx, GSH, SOD ou CAT; (II) ausência de danos celulares mais pronunciados, isto é, 

citotoxidade e morte celular, danos primários ao DNA ou efeitos mutagênicos; e (III) 

possível presença de alguns efeitos considerados moderados como, por exemplo, 

atrasos no ciclo celular ou na atividade mitogênica das células. Estas consequências 

relatadas para este mecanismo de ação foram observadas em células HepG2 com a 

diminuição de IDN, aumento de ERs, aumento nos níveis de enzimas antioxidantes e 

indução significativa, porém não elevada, na quantificação de MDA na maior 

concentração estudada de sinefrina, todavia, sem indução de morte celular, 

genotoxicidade e mutagenicidade. Além do mais, a sinefrina é uma substância com 

meia-vida curta e metabolização rápida, o que reforçaria essa hipótese. 

A indução de ERs sem a ocorrência de genotoxicidade e mutagenicidade pode 

também estar relacionada com a própria ação das enzimas antioxidantes e do 

metabolismo de fase II, que podem estar reduzindo a ação de EROs produzidas 

durante o processo de metabolização de sinefrina em ácido p-hidroximandélico. Em 

células HepG2, GAS e Caco-2, por exemplo, a ação de aumentar a produção de GSH 

e a sua conjugação com sinefrina ou seus metabólitos pode ter contribuído para a 

detoxificação de radicais livres produzidos, facilitando a excreção dos metabólitos por 

outras enzimas antioxidantes, como por exemplo o GPx em células HepG2 e a CAT 

em GAS.  
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Da mesma forma, as enzimas de metabolização de xenobióticos de fase II 

podem conferir às células humanas duas capacidades importantes. A primeira é a de 

realizar a conjugação metabólica de um pró-mutágeno evitando a formação do agente 

mutagênico final e, a segunda, de conseguir a inativação de um metabólito ativo após 

a sua formação, evitando a ação no material genético da célula (KIRKLAND et al., 

2007). Assim, as células eucarióticas podem estar eliminando os metabólitos 

intermediários reativos que poderiam ser a causa de efeitos genotóxicos e/ou 

mutagênicos. As células HepG2, por exemplo, são conhecidas por possuírem 

algumas enzimas de fase II como GSTs (Gluationas Transferases), NATs (N-

acetiltransferase), SULTs (Sulfotransferases) e UGTs (Difosfoglucoronosil 

Transferases) (BRANDON et al., 2006). A linhagem de células intestinas Caco-2 

possui menor expressão de enzimas de biometabolização da fase II, mas ainda assim 

expressam GSTs (Glutationas Transferases) e UGTs (ODENTHAL et al., 2012). 

Segundo Ibrahim et al. (1983), sinefrina é principalmente detoxificada em fase II por 

glucuronidação (UGTs) e sulfatação (SULTs), e estas enzimas são expressas em 

células HepG2 e Caco-2, que podem ter contribuído para os efeitos observados nos 

resultados. 

Alternativamente, é valido destacar que as células HepG2 possuem sistema de 

reparo de DNA eficiente, principalmente no reparo de excisão de base (Base Excision 

Repair - BER), que é responsável pela remoção de danos oxidativos causados ao 

DNA (oxidação de base e sitios abásicos) (WHITAKER et al., 2017). De acordo com 

Halliwell e Whiteman (2004), o reparo de DNA além de agir diretamente na remoção 

de danos causados ao DNA, também pode atuar estimulando um mecanismo de 

"adaptação" da célula ou organismo por meio da regulação positiva dos sistemas de 

defesa, como o antioxidante, que pode proteger as células completamente contra 

danos pró-oxidativos, proteger as células contra danos em certa medida, mas não 

completamente ou promover uma "super proteção", como no exemplo de células 

tumorais, em que as células adquirem resistência atípica em condições de estresse 

oxidativo e hipóxia. 

Essa sugestão da ação do sistema de reparo de DNA atuando como 

mecanismo de proteção contra danos oxidativos causados por sinefrina 

provavelmente pode ter sido observado nos experimentos de expressão gênica por 

RT-qPCR. Como demonstrado na Tabela 7 e na Figura 19, em células Caco-2 foi 

possível observar após os tratamentos com sinefrina que a menor concentração 
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avaliada de 2 µM aumentou significativamente a expressão de 3 genes relacionados 

com a via de sinalização de respostas a danos no DNA (DNA damage response 

Signaling) ainda em 6 horas de tratamento.  

ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) e ATR (Ataxia Telangiectasia Rad3-

Related) são genes codificadores de proteínas quinases sinalizadoras intimamente 

relacionadas e que são importantes nos vários pontos de checkpoints de controle do 

ciclo celular (JACKSON; BARTEK, 2009). Tanto ATM quanto ATR são ativadas 

quando danos causados ao DNA são detectados e fosforilam outras proteínas a 

jusante incluindo as “checkpoints kinases” (CHEKs). O gene CHEK1 (Checkpoint 

Kinase 1) é um desses checkpoints quinases que atuam nos pontos de controle do 

ciclo celular e que são necessários para a parada de ciclo celular mediada pela 

resposta ao dano no DNA ou à presença de DNA não replicado (ROOS; THOMAS; 

KAINA, 2016). A quinase de CHEK1 é também responsável pela fosforilação da região 

C-terminal de TP53 (Tumor Protein 53), promovendo sua ativação (SHIEH et al., 

2000). A ativação posterior do gene TP53, que transcreve a proteína supressora de 

tumor p53, atua na resposta a diversos estresses celulares causados induzindo a 

expressão de genes que promovem parada de ciclo celular, morte celular e 

principalmente, o reparo do DNA (ZLOTORYNSKI, 2016). 

Em relação a indução de ERs e a correspondente expressão de genes de 

reparo do DNA, em células Caco-2, a concentração de 2 µM aumentou 

significativamente os níveis de ERs somente após 24 horas de tratamento. Em 6 horas 

de tratamento, os resultados obtidos com H2DCFDA não demonstraram resultados 

estatisticamente significativos de ERs. Yan, Sorrell e Berman (2014) descrevem que 

o mecanismo de detecção de danos ao DNA causados por ERs e mediado por 

ATM/ATR na ativação de TP53, é um dos mais rápidos e eficientes na indução de 

resposta à danos e de reparo do DNA. Alguns autores relatam que células em cultura 

expostas a concentrações não tóxicas que podem gerar estresse oxidativo, 

necessitam apenas de 15 a 30 minutos para recrutar proteínas a ficarem concentradas 

no núcleo e assim promover reparo de DNA em uma possível resposta a danos 

(MITRA et al., 2001; BARZILAI; YAMAMOTO, 2004).  

Após obter, apresentar e discutir os possíveis efeitos citotóxicos, genotóxicos e 

mutagênicos de sinefrina nestas linhagens humanas, outro objetivo desse estudo foi 

buscar compreender os possíveis efeitos da sinefrina sobre o metabolismo celular 

para tentar relacionar com suas consequências geradas no estado redox intracelular. 
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A sinefrina, em tratamentos com concentrações de 20 e 200 μM, induziu alterações 

no estado redox intracelular, principalmente de células hepáticas (HepG2). Além 

disso, foram observados efeitos no estado redox de células intestinais (Caco-2) e de 

células gástricas (GAS) in vitro. Entretanto, ainda é observado em literatura científica, 

uma lacuna sobre o possível mecanismo de ação de sinefrina no metabolismo celular 

e, mais especificamente, na forma de ação desta substância sobre o estado redox 

para explicar os resultados obtidos no ensaio de ERs e nas quantificações 

enzimáticas.  

Conforme descrito na introdução, uma das alternativas é analisar as possíveis 

alterações nos níveis de transcritos de genes candidatos das vias de metabolismo 

energético pelo método de RT-qPCR. Estudos e resultados de ensaios prévios 

demonstraram que sinefrina, devido a sua estrutura química semelhante a agentes 

simpaticomiméticos (ex: efedrina e norepinefrina) e por possuir ação farmacológica 

similar à anfetaminas e aminas adrenérgicas, pode causar efeitos adversos ou alterar 

parâmetros de forma similar aos seus análogos. As classes de estimulantes 

promovem principalmente, a indução da via de sinalização de “Proteínas Quinases 

Ativadoras de Adenosina Monofosfato Cíclica (cAMP), ou do inglês AMPK Signaling 

Pathway. Os resultados obtidos nos ensaios de expressão gênica por RT-qPCR 

evidenciaram e confirmaram que, de forma geral, sinefrina também age alterando a 

expressão de genes da via de AMPK, conforme demonstrado na Figura 4 deste 

trabalho. 

Os resultados de expressão gênica revelaram que na concentração de 20 µM 

de sinefrina, houve aumento de transcritos dos genes MAPK1 e JUN nas três 

linhagens celulares estudadas (HepG2, GAS e Caco-2). Na concentração de 200 µM, 

o aumento de expressão do gene MAPK1 novamente foi observado nas três linhagens 

celulares avaliadas e, para o gene JUN, só não foi observado sua expressão em 

células GAS nesta concentração. O gene MAPK1 (Mitogen-Activated Protein Kinase 

1) é transcrito e traduzido em uma proteína quinase envolvida em uma ampla 

variedade de processos celulares como proliferação, diferenciação e regulação de 

transcrição de outros genes por meio de sua translocação para o núcleo das células 

estimuladas, e por isso são chamadas de “Quinases Reguladas por Sinal Extracelular” 

(Extracellular Signal Regulated Kinases – ERKs), onde fosforilam regiões promotoras 

de genes alvos (LI; TUERGAN; ABULIZI, 2015). Uma dessas regiões promotoras 

estimuladas e fosforiladas por quinases mitogênicas e pelo aumento de cAMP é o 
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proto-oncogene JUN (c-JUN), responsável pela produção de um fator de transcrição, 

que no caso de ação de anfetaminas, por exemplo, é responsável pelos efeitos de 

hiperexatabilidade de neurônios do hipocampo (GAO et al., 2017). 

A via de sinalização AMPK atua como um sensor de níveis energéticos 

intracelulares, e é responsável por regular e estimular a expressão de genes que 

promovem a produção de ATP e por inibir a expressão de genes cujos produtos 

consomem ATP em vários tecidos. O AMPK existe como um complexo heterotrimérico 

que é ativado em resposta à tensões que empobrecem os suprimentos celulares de 

ATP, como baixa glicose, hipóxia, isquemia e choque térmico. Como um sensor dos 

níveis energéticos intracelulares respondendo aos baixos níveis de ATP, a ativação 

de AMPK regula positivamente as vias de sinalização que reabastecem os 

suprimentos ATP celulares. Por exemplo, a ativação do AMPK aumenta tanto a 

transcrição quanto a translocação de GLUT4 (Transportador de Glicose 4), resultando 

em aumento na absorção de glicose estimulada pela insulina (LAGE et al., 2008).  

AMPK é o principal responsável por estimular processos catabólicos de 

oxidação de ácidos graxos e glicólise para fornecimento de suprimento para obtenção 

de energia (HARDIE, 2014). Ainda no processo de manutenção da homeostase, 

AMPK também pode agir inibindo a síntese de glicogênio (gluconeogênese), lipídios 

e proteínas quando a falta de suprimento energético celular é detectada. Devido a 

este seu papel fundamental como regulador central do metabolismo de lipídios e 

glicose, o AMPK é considerado um alvo terapêutico chave para o tratamento da 

obesidade, diabetes mellitus tipo II e câncer (HARDIE, 2013).  

Todavia, é também a via de sinalização alvo para ação dos suplementos 

alimentares termogênicos que, por meio da adição de agentes simpaticomiméticos 

como a sinefrina, estimulam a via de sinalização de AMPK para aumentar o gasto de 

calorias por meio do metabolismo energético, induzir o aumento de absorção de 

glicose intracelular e promover a oxidação de ácidos graxos e a glicólise (HONG et 

al., 2012). Gannon, Conn e Vaughan (2015), em revisão dos possíveis efeitos de 

suplementos alimentares oriundos de frutas cítricas, como sinefrina, relataram que 

essas substâncias agem exatamente por esse mecanismo, com o aumento da 

captação de glicose por meio da maior abertura de transportadores de membrana 

como GLUT4 (Transportador de Glicose 4), bem como a fosforilação de AMPK. 

Com base na possível significância desta substância sobre o metabolismo 

energético de células humanas, os resultados de experimentos realizados por 
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Maldonado et al. (2018) com sinefrina em modelos in vivo podem ser classificados em 

3 grupos: (I) Confirmam que sinefrina estimula glicogênio fosforilase e a indução de 

glicogenólise (quebra de glicogênio) em animais, (II) indicam que a transformação 

hepática de carboidratos em lipídios (gluconeogênese) pode ser prejudicada ou inibida 

pela sinefrina em ratos, e (III) sugerem que a sinefrina é capaz de aumentar os pools 

celulares de mononucleotídeos de adenina, fenômeno esse que pode ser observado 

como possíveil efeito benéfico de sinefrina para o estado energético celular.  

Sinefrina, além de ter estimulado a expressão de genes da via de sinalização 

de AMPK com o aumento de transcritos dos genes MAPK1 e JUN em todos os tipos 

celulares estudados, teve ações específicas em células HepG2, GAS e Caco-2 em 

diferentes genes ligados a esta via de sinalização. Em células hepáticas (HepG2), os 

resultados observados na Tabela 5 mostraram que a sinefrina, de acordo com a 

concentração avaliada, alterou a expressão de outros 4 genes diferentes. As 

concentrações de 2, 20 e 200 µM ao mesmo tempo, induziram significativamente a 

expressão do gene TNF e diminuíram a expressão relativa de LIPE. Enquanto isso, a 

maior concentração estudada de sinefrina (200 µM) em células HepG2 demonstrou 

diminuir a expressão dos genes RELA e AKT1. 

O gene LIPE (Lipase E) transcreve uma lipase do tipo sensível a hormônio que 

no tecido adiposo é responsável por hidrolisar principalmente os triglicerídeos 

armazenados em ácidos graxos livres. No caso de tratamentos com sinefrina por 24 

horas, a regulação negativa desse gene variou de 2,22 (2 µM) até 3,66 (20 µM) vezes 

menos em relação ao controle negativo conforme demonstrado na Tabela 5. 

Provavelmente, a indução de AMPKs por sinefrina diminuiu a transcrição desse gene 

pelo fato de que “lipases sensíveis a hormônios (HSL)” são inibidas inicialmente para 

promover o processo de glicólise e obter ATPs, aumentando novamente a expressão 

desse gene para estimular o processo de lipólise e oxidação de gorduras na obtenção 

de fontes para geração de energia (FORETZ et al., 2005). 

O produto gênico de TNF (Tumor Necrosis Factor) é uma citocina pró-

inflamatória multifuncional envolvida na regulação de um amplo espectro de 

processos biológicos, incluindo o metabolismo lipídico, e está downstream na via de 

sinalização de AMPK (AGGARWAL, 2003). Sinefrina, assim como outros agentes 

simpaticomiméticos, demonstrou produzir, por meio de AMPK, efeitos na resposta 

imune estimulando seu aumento transcricional, que hora pode produzir condições 

protetivas em casos de doenças e infecções, e em outros momentos, sugere-se que 
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seja fator de toxicidade, como no caso de células neuronais (BAICY; LONDON, 2007; 

MACCIONI et al., 2009). 

Os transcritos do gene RELA (Avian Reticuloendotheliosis Viral Proto-

Oncogene) codificam uma das subunidades do “Fator Nuclear Kappa Beta” ou NF-

kappa-B, o qual é um fator de transcrição que promove uma série de eventos de 

transdução de sinal responsável por induzir estímulos relacionados aos processos de 

inflamação, imunidade, diferenciação e apoptose (MAURO et al., 2011). Resultados 

de estudos prévios indicam que substâncias que estimulam a sinalização por AMPK 

podem inibir as respostas inflamatórias induzidas especificamente pelo NF-kappa-B, 

isso porque muitas proteínas alvo de AMPK, como SIRT1 e TP53, aumentam a 

resistência ao estresse metabólico e agem por feedback negativo diminuindo a 

expressão de NF-kappa-B (SALMINEN; HYTTINEN; KAARNIRANTA, 2011).  

AKT1 (AKT Serine/Threonine Kinase 1), também referido como “Proteína 

Quinase B” (Protein Kinase B - PKB), é um conhecido oncogene. A ativação de AKT 

depende da via Fosfatidilinositol-3-quinase (Phosphoinositide-3-Kinase - PI3K) e PKB 

regula muitos processos celulares, incluindo metabolismo, proliferação, sobrevivência 

celular, crescimento e angiogênese (KAHN et al., 2005). Normalmente, a via de 

sinalização de PI3K/AKT é estimulada juntamente com a via de sinalização de AMPK. 

Entretanto, em alguns casos onde altas concentrações de determinadas substâncias 

levam ao estímulo excessivo de AMPK, essa proteína quinase promove aumento 

significativo da “Quinase Alvo de Rapamicina” (Mechanistic Target of Rapamycin 

Kinase -  mTOR), que por meio de feedback negativo pode ocasionar uma redução 

na expressão do efetor AKT1 (PKB) para contenção do processo proliferativo 

(SARBASSOV et al., 2005). Por isso, o aumento de 3,05 vezes na expressão de 

MAPK1 em concentração de 200 µM de sinefrina pode ser correlacionado com a 

diminuição de 3,49 vezes de AKT1 em relação ao controle em células HepG2.  

O estímulo excessivo de genes envolvidos na atividade de AMPK também 

podem ser cofator no desenvolvimento do processo de estresse oxidativo em células 

humanas. Estudos relatam que o aumento da atividade de AMPK ocasionada por 

suplementos alimentares termogênicos elevam a produção de EROs mitocondrial, 

isso pela estimulação do metabolismo e expressão de genes via fosforilação de várias 

proteínas intracelulares e coativadores, como o Receptor Coativador de Proliferação 

de Peroxissomos 1 (Coactivator-Related Peroxisome Proliferator Receptor 1 - PGC-

1), da biogênese mitocondrial (CETRULLO et al., 2015). Por isso, além do processo 
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de metabolização pelas enzimas MAOs mitocondriais que podem induzir a produção 

de H2O2, a produção de EROs via aumento da biogênese mitocondrial estimulada por 

AMPK pode ser um possível mecanismo de compreensão dos efeitos pró-oxidativos 

de sinefrina em células hepáticas (HepG2).  

Em células do epitélio gástrico (GAS), assim como já demonstrado nos ensaios 

de estresse oxidativo, os resultados dos efeitos de sinefrina sobre a expressão gênica 

dessa linhagem celular também diferem dos efeitos observados em células HepG2. 

Nessa linhagem celular, a sinefrina nas concentrações avaliadas de 2 e 200 µM 

demonstrou induzir de forma significativa em relação ao controle negativo a expressão 

do gene AKT1, conforme esperado para substâncias que promovem estímulo da via 

de sinalização de AMPK. Corroborando a hipótese que sinefrina possui ação 

principalmente na via de sinalização de proteínas quinases ativadoras de Adenosina 

Monofosfato Cíclica (cAMP), além do aumento de transcritos nos genes MAPK1 e 

JUN, o gene ADCY3 (Adenilato Ciclase 3) que transcreve uma enzima associada à 

membrana que catalisa a formação de cAMP secundário no citoplasma, teve aumento 

de 4,11 vezes nos níveis de expressão gênica em relação ao controle negativo na 

menor concentração estudada em células GAS. Resultados diferentes dos 

observados com células HepG2 também foram encontrados para a expressão do 

gene TNF. Neste caso, em células GAS, a maior concentração estudada de 200 µM 

diminuiu significativamente em 2,00 vezes a transcrição desse gene, o que sugere 

que, assim como para RELA em células HepG2, sinefrina por meio do estímulo da 

sinalização por AMPK inibiu a expressão gênica de TNF.  

Em células intestinais (Caco-2), adicionalmente aos aumentos de expressão 

relativa dos genes MAPK1 e JUN, a menor concentração de sinefrina também 

aumentou significativamente a expressão dos genes PRKACA e GNAS. O gene 

PRKACA (Protein Kinase CAMP-Activated Catalytic Subunit Alpha) codifica uma das 

subunidades catalíticas da “Proteína Quinase A” (Protein Kinase A - PKA), também 

conhecida como proteína quinase dependente de cAMP, que está envolvida na 

regulação do metabolismo de lipídios e de glicose (SARWAR et al., 2014). A 

norepinefrina, substância com estrutura química similar a sinefrina, já demonstrou 

modular diferencialmente a ativação da via cAMP/PKA por meio da ação nos 

receptores adrenérgicos em macrófagos THP-1 humanos in vitro (YANG et al., 2012).  

No caso de GNAS (Guanine Nucleotide Binding Protein Alpha Stimulating), este 

gene codifica proteínas que levam o seu nome e são chamadas de “Proteínas de 
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Ligação a Nucleotídeos de Guanina” ou Proteínas G, que funcionam como 

transdutores em inúmeras vias de sinalização controladas por “Receptores Acoplados 

a Proteína G” (G protein-coupled receptors - GPCRs). Esta sinalização estimulada 

promove a ativação de adenilato ciclases, resultando em níveis aumentados da 

molécula de sinalização cAMP. O GNAS funciona a jusante de vários GPCRs, 

incluindo receptores beta-adrenérgicos, que são os alvos de ação de substâncias 

como efedrina, noradrenalina, anfetaminas (WEINSTEIN et al., 2010) e de sinefrina 

na membrana plasmática ao ativar principalmente os receptores β3. 

Para células Caco-2, o gene AKT1 nas concentrações de 2 e 200 µM também 

demonstrou aumento de expressão significativa em relação ao controle negativo e, 

provavelmente, o mecanismo de ação de sinefrina por estímulo da via de AMPK seja 

o mesmo do observado em células GAS. A via de sinalização de PI3K/AKT geralmente 

é estimulada juntamente com a via de sinalização de AMPK, pois esta via regula 

muitos processos, incluindo metabolismo, proliferação, sobrevivência celular, 

crescimento e angiogênese (KAHN et al., 2005). Agentes simpaticomiméticos como 

efedrina, anfetaminas e norepinefrina, da mesma forma que a sinefrina, classicamente 

exercem seus efeitos estimulantes por meio da cascata de sinalização de PIK3/AKT 

(RAU et al., 2011). 

Adicionalmente aos resultados especificamente discutidos acima, de forma 

geral, também é possível discutir os efeitos de sinefrina sobre os padrões de 

expressão gênica de cada linhagem celular. O HeatMap de expressão gênica 

apresentado na Figura 19 demonstrou os seguintes padrões de ligações de genes: (I) 

somente na via de AMPK, devido ao aumento de expressão nos genes MAPK1 e JUN 

nas mesmas concentrações testadas, as células hepáticas, gástricas e colorretais 

possuem padrão de expressão gênica similar em resposta aos tratamentos com 

sinefrina; (II) para outras vias e genes avaliados, células hepáticas (HepG2) 

demonstraram possuir maior similaridade de resposta com as células GAS, visto que 

genes como TP53, FOS e CHEK1 apresentaram diminuição na sua expressão em 

ambas linhagens celulares, todavia, esta diminuição não foi significativa em relação 

aos seus respectivos controles negativos; (III) na via de genes relacionados com 

respostas aos danos no DNA, Caco-2 obteve um padrão de expressão particular entre 

as linhagens sendo a única que demonstrou aumento de expressão gênica após 

tratamentos com sinefrina nesta via; (IV) células GAS e Caco-2 se assimilam por terem 

aumentado a expressão de AKT1, o que pode sugerir os mesmos efeitos de sinefrina 
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na cascata de sinalização da via de PIK3/AKT em células gástricas e intestinais 

humanas. Em resumo, os padrões de ligações do HeatMap apontaram que a 

exposição a sinefrina promove efeitos basicamente por meio da ação na via de AMPK, 

porém, seus efeitos em outras vias gênicas como resposta a danos ao DNA, variam 

de acordo com os tipos celulares. 

Após análise de todos os experimentos realizados, este estudo demonstrou que 

sinefrina não causou efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos em células 

humanas hepáticas (HepG2), gástricas (GAS) e intestinais (Caco-2) humanas in vitro 

em concentrações relevantes para usuários de suplementos termogênicos. No 

entanto, sinefrina demonstrou induzir algumas alterações enzimáticas do estado redox 

intracelular em células hepáticas, gástricas e intestinais humanas. Essas alterações 

parecem estar envolvidas com o mecanismo de ação ou a forma de metabolização 

dessa substância de acordo com o tipo ou o tecido de origem em que a linhagem 

celular é proveniente.  

Especificamente, as células hepáticas (HepG2), por possuirem um maior 

potencial metabolizador em relação as outras células estudadas e por serem o 

principal sítio de ação do metabolismo da sinefrina por enzimas mitocondriais MAOs, 

demonstraram aumento na geração de ERs intracelulares que, possivelmente, 

ocasionaram as maiores alterações no estado redox intracelular. A ausência de efeitos 

genotóxicos e mutagênicos nessas células pode estar relacionada a vários fatores 

como estresse oxidativo agudo, defesa antioxidante, potencial de detoxificação, 

reparo de DNA e a forma de ação das ERs produzidas. Além disso, devido a 

semelhança química e estrutural com outros estimulantes e agentes 

simpaticomiméticos, sinefrina de forma abrangente mostrou induzir e ativar a 

expressão de genes envolvidos na via de sinalização de AMPK, que promovem 

aumento de metabolismo intracelular e biogênese. Os resultados de RT-qPCR, assim 

como observado nos resultados de parâmetros bioquímicos, também comprovaram 

que sinefrina promove a expressão diferenciada de alguns genes em células 

hepáticas quando comparadas, por exemplo, com células colorretais e gástricas in 

vitro.  

Portanto, para representar a ausência de perigo desta substância devem ser 

realizados ainda mais estudos utilizando ensaios de genética toxicológica com 

exposições crônicas em modelos in vivo para conclusões afirmativas sobre o possível 

perigo aos usuários de termogênicos. Além disso, outros trabalhos que utilizem os 
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mesmos modelos in vivo também devem analisar os efeitos de exposição de sinefrina 

sobre células oriundas de órgãos alvo da absorção, metabolização e distribuição desta 

substância.  Por fim, visto que esse foi o primeiro trabalho a analisar a forma de ação 

a nível molecular de sinefrina, novos experimentos de RT-qPCR para análise dos 

efeitos de sinefrina na expressão gênica devem ser realizados em modelos in vivo e 

em humanos para confirmar se, de forma geral, esta substância age principalmente 

estimulando a cascata de sinalização da via de AMPK.     
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6. CONCLUSÕES  
 

Com base nas condições empregadas nesse estudo e nos resultados finais 

obtidos, podemos concluir que: 

 

• No Ensaio do MTT e no Ensaio de Captação do Vermelho Neutro (VN), 

nenhuma concentração de sinefrina avaliada (25 - 5000 µM) diminuiu efetivamente a 

viabilidade celular em células HepG2, GAS e Caco-2 quando comparadas ao controle 

negativo, indicando ausência de citotoxicidade. 

 

• Após realizar o ensaio de proliferação celular utilizando o conteúdo total de 

proteínas e o ensaio de cinética do ciclo celular por citometria de fluxo, concluímos 

que sinefrina nas três concentrações testadas (2, 20 ou 200 μM) não reduziu a 

proliferação celular após vários tempos de tratamentos e não alterou o ciclo celular de 

células humanas hepáticas, gástricas e intestinais in vitro. 

 

• Quando testada sua possível ação genotóxica nas três linhagens celulares 

estudadas (HepG2, GAS e Caco-2) por meio do ensaio cometa, sinefrina nas 

concentrações estudadas não induziu aumento de danos ao DNA.  

 

• Em avaliação da possível instabilidade cromossômica causada pela sinefrina 

após 24 horas de exposição, por meio do ensaio citoma micronúcleo, nenhum 

aumento na frequência de MNs foi observado em células humanas hepáticas, 

gástricas e colorretais quando comparada ao controle negativo, indicando ausência 

de efeito mutagênico. Todavia, em células HepG2 a concentração de 200 µM 

demonstrou efeitos citostáticos ao reduzir o IDN e a % de BN.  

 

• Na possível geração de espécies reativas intracelulares (ERs) causadas por 

sinefrina utilizando a sonda H2DCFDA, os resultados demonstram que após 6 horas 

de tratamento em células HepG2 todas as concentrações de sinefrina aumentaram a 

quantidade de ERs intracelulares. Após 24 horas de tratamento, a concentração de 

200 µM aumentou de forma significativa a quantidade de ERs em células HepG2 e e 

em 2 e 200 µM em células Caco-2. 
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• Quando realizadas as quantificações intracelulares das enzimas antioxidantes 

Glutationa (GSH), Superóxido Dismutase (SOD) mitocondrial, Catalase (CAT) e 

Glutationa Peroxidase (GPx), sinefrina induziu aumento significativo de GSH nas 

concentrações de 20 e 200 µM nas três células humanas estudas, aumentou os níveis 

de GPx na concentração de 20 e 200 µM em células HepG2 e diminuiu 

significativamente nas três concentrações avaliadas (2, 20 e 200 µM) a enzima CAT 

em células GAS.  

 

• Quando analisados possíveis danos causados às membranas celulares por 

meio da quantificação do produto de peroxidação lipídica malondialdeido (MDA), 

sinefrina promoveu aumento de MDA apenas na maior concentração avaliada (200 

µM) e somente em células hepáticas.  

 

• Em experimentos de RT-qPCR para análise dos efeitos de sinefrina na 

expressão gênica, de forma geral para células hepáticas, gástricas e intestinais, esta 

substância agiu similarmente a análogos simpaticomiméticos e estimulantes, 

promovendo principalmente a expressão de genes da via de sinalização de “Proteínas 

Quinases Ativadoras de Adenosina Monofosfato Cíclica (cAMP) ou AMPK, 

responsável por regular o metabolismo de lipídios e glicose. Especificamente, em 

células Caco-2, a menor concentração avaliada (2 µM) aumentou a expressão de 

genes relacionados com a via de sinalização de respostas à danos no DNA. 
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8. APÊNDICES 

8.1. APÊNDICE 1. Micrografia de gel eletroforético em agarose a 1% para conferência 
da integridade do RNA total em células HepG2. A avaliação da integridade do RNA 
total consiste na observação das bandas correspondentes ao RNA ribossômico 28S 
(RNAr 28S) e ao RNA ribossômico 18S (RNAr 18S).  
 
8.2. APÊNDICE 2. Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo 
energético e à danos no DNA em células HepG2 após tratamento com diferentes 
concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. GAPDH, GUSB e 
HPRT1 foram utilizados como genes de referência para a normalização.  
 

8.3. APÊNDICE 3. Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo 
energético e à danos no DNA em células GAS após tratamento com diferentes 
concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. GAPDH, ACTB e 
HPRT1 foram utilizados como genes de referência para a normalização. 
 
8.4. APÊNDICE 4. Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo 
energético e à danos no DNA em células Caco-2 após tratamento com diferentes 
concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. GAPDH, GUSB e 
HPRT1 foram utilizados como genes de referência para a normalização.  
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8.2. APÊNDICE 2. 

Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo energético e à danos no DNA em células HepG2 após tratamento com 
diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. GAPDH, GUSB e HPRT1 foram utilizados como genes 
de referência para a normalização.  
 

Gene 
(Símbolo) 

Descrição do Gene 
Sequência de 

referência 
(GeneBank) 

CS 
(HClO4 - 0,05%) 

SNF 
2 µMa 

SNF 
20 µMa 

SNF 
200 µMa 

FC p FC p FC p FC p 

           

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated NM_000051 1,01 0,401 1,18 0,078 1,31 0,031 1,00 0,48 

ATR 
Ataxia telangiectasia and Rad3 

related 
NM_001184 1,02 0,334 0,87 0,084 0,98 0,380 0,91 0,252 

CHEK1 Checkpoint Kinase 1 NM_001244846 0,87 0,023 0,88 0,037 0,84 0,021 1,04 0,425 

CHEK2 Checkpoint Kinase 2 NM_001005735 1,28 0,024 1,14 0,105 0,98 0,373 0,95 0,356 

TP53 Tumor Protein P53 NM_000546 0,95 0,213 0,96 0,321 0,73 0,014 0,89 0,230 

SIRT1 Sirtuin 1 NM_001142498 1,00 0,466 0,95 0,275 0,91 0,130 0,87 0,180 

ADRB3 Adrenoceptor Beta 3 NM_000025 NA NA NA NA NA NA NA NA 

AKT1 AKT Serine/Threonine Kinase 1 NM_005163 0,89 0,074 0,87 0,076 0,55 0,002 0,28 0,001 

CDK1 Cyclin Dependent Kinase 1 
NM_001170406 

 
0,99 0,463 0,97 0,344 0,88 0,079 0,92 0,283 

FOXO3 Forkhead Box O3 NM_001455 1,22 0,034 1,00 0,488 0,94 0,203 1,12 0,243 

FOS Fos Proto-Oncogene NM_005252 0,82 0,025 0,76 0,022 0,75 0,017 0,78 0,079 

HRAS 
Harvey Rat Sarcoma Viral Proto-

Oncogene 
NM_ 001130442 1,04 0,244 0,96 0,309 0,87 0,074 0,90 0,246 
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PRKACA 
Protein Kinase CAMP-Activated 

Catalytic Subunit Alpha 
NM_ 002730 1,06 0,120 0,94 0,238 0,85 0,052 0,93 0,304 

PRKAR2A 
Protein Kinase CAMP-Dependent 
Type II Regulatory Subunit Alpha 

NM_ 004157 0,98 0,336 0,87 0,077 0,82 0,038 0,93 0,319 

SHC1 SHC Adaptor Protein 1 NM_001202859 1,04 0,242 0,92 0,176 0,94 0,203 0,82 0,115 

ADCY3 Adenylate Cyclase 3 NM_004036 1,20 0,039 1,09 0,179 1,07 0,197 1,07 0,328 

GNAS 
Guanine Nucleotide Binding 

Protein (G Protein), Alpha 
Stimulating 

NM_001077488 0,99 0,496 0,95 0,258 0,92 0,149 0,83 0,122 

JUN Jun Proto-Oncogene NM_002228 1,33 0,010 1,32 0,015 2,89 0,002 2,80 0,018 

LIPE Lipase E, Hormone Sensitive Type NM_005357 0,86 0,039 0,45 0,001 0,27 0,001 0,34 0,002 

PIK3C2A 
Phosphatidylinositol-4-Phosphate 
3-Kinase Catalytic Subunit Type 2 

Alpha 
NM_002645 1,04 0,189 0,89 0,053 0,83 0,027 0,94 0,340 

PIK3R1 
Phosphoinositide-3-Kinase 

Regulatory Subunit 1 
NM_001242466 0,77 0,013 0,91 0,141 0,57 0,003 0,67 0,030 

MAPK1 Mitogen-Activated Protein Kinase 1 NM_002745 1,00 0,439 0,84 0,022 2,70 0,003 3,05 0,017 

RELA 
Avian Reticuloendotheliosis Viral 
Proto-Oncogene (NF-KB Subunit) 

NM_021975 1,15 0,057 0,81 0,037 0,76 0,0186 0,43 0,004 

TNF Tumor Necrosis Factor NM_000594 1,29 0,022 2,28 0,007 1,57 0,0138 2,10 0,027 

SNF: Sinefrina; CS: Controle do Solvente; NA: Não amplificado; FC: Fold Change (expressão relativa dos genes de interesse em comparação 
aos genes de referência após calculo matemático de 2-ΔΔCt); p-value: Valor estatístico de significa obtido após analise estatística pelo teste t - 
Student.  
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8.3. APÊNDICE 3. 

Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo energético e à danos no DNA em células GAS após tratamento com 
diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. GAPDH, ACTB e HPRT1 foram utilizados como genes 
de referência para a normalização.  
 

Gene 
(Símbolo) 

Descrição do Gene 
Sequência de 

referência 
(GeneBank) 

CS 
(HClO4 - 0,05%) 

SNF 
2 µMa 

SNF 
20 µMa 

SNF 
200 µMa 

FC p FC p FC p FC p 

           

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated NM_000051 NA NA NA NA NA NA NA NA 

ATR 
Ataxia telangiectasia and Rad3 

related 
NM_001184 0,82 0,027 0,83 0,082 0,84 0,136 0,69 0,040 

CHEK1 Checkpoint Kinase 1 NM_001244846 1,09 0,130 0,91 0,187 0,65 0,024 0,51 0,010 

CHEK2 Checkpoint Kinase 2 NM_001005735 1,07 0,183 1,04 0,350 0,93 0,308 0,84 0,146 

TP53 Tumor Protein P53 NM_000546 1,03 0,337 0,73 0,029 0,65 0,025 0,76 0,077 

SIRT1 Sirtuin 1 NM_001142498 0,91 0,109 0,93 0,243 0,93 0,292 0,84 0,154 

ADRB3 Adrenoceptor Beta 3 NM_000025 NA NA NA NA NA NA NA NA 

AKT1 AKT Serine/Threonine Kinase 1 NM_005163 0,93 0,154 1,63 0,028 1,50 0,058 1,92 0,037 

CDK1 Cyclin Dependent Kinase 1 
NM_001170406 

 
0,89 0,072 0,98 0,431 1,05 0,377 1,00 0,489 

FOXO3 Forkhead Box O3 NM_001455 0,84 0,037 0,89 0,161 0,88 0,190 0,88 0,215 

FOS Fos Proto-Oncogene NM_005252 0,87 0,055 0,63 0,013 0,81 0,105 0,59 0,019 

HRAS 
Harvey Rat Sarcoma Viral Proto-

Oncogene 
NM_ 001130442 1,39 0,017 1,13 0,175 1,06 0,350 0,91 0,284 
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PRKACA 
Protein Kinase CAMP-Activated 

Catalytic Subunit Alpha 
NM_ 002730 0,98 0,374 0,92 0,235 0,92 0,276 0,81 0,115 

PRKAR2A 
Protein Kinase CAMP-Dependent 
Type II Regulatory Subunit Alpha 

NM_ 004157 0,81 0,025 0,86 0,117 0,84 0,137 0,79 0,095 

SHC1 SHC Adaptor Protein 1 NM_001202859 1,09 0,139 0,99 0,445 1,12 0,241 0,70 0,045 

ADCY3 Adenylate Cyclase 3 NM_004036 1,11 0,106 4,11 0,008 1,04 0,391 1,00 0,488 

GNAS 
Guanine Nucleotide Binding 

Protein (G Protein), Alpha 
Stimulating 

NM_001077488 1,04 0,287 0,99 0,469 0,98 0,434 0,84 0,146 

JUN Jun Proto-Oncogene NM_002228 0,78 0,018 0,74 0,032 1,67 0,042 1,55 0,061 

LIPE Lipase E, Hormone Sensitive Type NM_005357 1,08 0,144 1,05 0,328 1,00 0,487 0,82 0,131 

PIK3C2A 
Phosphatidylinositol-4-Phosphate 
3-Kinase Catalytic Subunit Type 2 

Alpha 
NM_002645 0,82 0,026 0,82 0,078 0,83 0,122 0,74 0,062 

PIK3R1 
Phosphoinositide-3-Kinase 

Regulatory Subunit 1 
NM_001242466 0,99 0,492 1,09 0,233 1,04 0,393 0,98 0,460 

MAPK1 
Mitogen-Activated Protein Kinase 

1 
NM_002745 0,96 0,285 0,94 0,299 2,62 0,019 2,32 0,027 

RELA 
Avian Reticuloendotheliosis Viral 
Proto-Oncogene (NF-KB Subunit) 

NM_021975 0,89 0,088 1,03 0,390 0,90 0,216 0,74 0,058 

TNF Tumor Necrosis Factor NM_000594 1,15 0,069 1,22 0,101 0,81 0,101 0,50 0,009 

SNF: Sinefrina; CS: Controle do Solvente; NA: Não amplificado; FC: Fold Change (expressão relativa dos genes de interesse em comparação 
aos genes de referência após calculo matemático de 2-ΔΔCt); p-value: Valor estatístico de significa obtido após analise estatística pelo teste t - 
Student.  
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8.4. APÊNDICE 4. 

Expressão relativa de genes relacionados ao metabolismo energético e à danos no DNA em células Caco-2 após tratamento com 
diferentes concentrações de sinefrina (2, 20 e 200 µM) no tempo de 6 horas. GAPDH, GUSB e HPRT1 foram utilizados como genes 
de referência para a normalização.  
 

Gene 
(Símbolo) 

Descrição do Gene 
Sequência de 

referência 
(GeneBank) 

CS 
(HClO4 - 0,05%) 

SNF 
2 µMa 

SNF 
20 µMa 

SNF 
200 µMa 

FC p FC p FC p FC p 

           

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated NM_000051 0,93 0,258 1,68 0,025 0,93 0,226 1,40 0,018 

ATR 
Ataxia telangiectasia and Rad3 

related 
NM_001184 1,35 0,055 1,62 0,027 0,80 0,043 0,93 0,150 

CHEK1 Checkpoint Kinase 1 NM_001244846 0,99 0,461 1,72 0,023 1,06 0,271 0,88 0,066 

CHEK2 Checkpoint Kinase 2 NM_001005735 1,19 0,113 1,45 0,040 0,75 0,024 0,90 0,096 

TP53 Tumor Protein P53 NM_000546 1,25 0,081 1,49 0,033 0,94 0,233 0,87 0,058 

SIRT1 Sirtuin 1 NM_001142498 1,18 0,117 1,45 0,040 0,81 0,046 0,83 0,034 

ADRB3 Adrenoceptor Beta 3 NM_000025 NA NA NA NA NA NA NA NA 

AKT1 AKT Serine/Threonine Kinase 1 NM_005163 1,23 0,092 2,17 0,014 0,57 0,005 1,64 0,010 

CDK1 Cyclin Dependent Kinase 1 
NM_001170406 

 
0,98 0,434 1,35 0,055 0,80 0,043 1,02 0,398 

FOXO3 Forkhead Box O3 NM_001455 1,14 0,154 1,11 0,193 0,67 0,012 0,87 0,055 

FOS Fos Proto-Oncogene NM_005252 1,26 0,078 1,26 0,080 0,95 0,298 0,93 0,166 

HRAS 
Harvey Rat Sarcoma Viral Proto-

Oncogene 
NM_ 001130442 1,10 0,203 1,32 0,061 0,75 0,024 0,95 0,212 
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PRKACA 
Protein Kinase CAMP-Activated 

Catalytic Subunit Alpha 
NM_ 002730 1,33 0,059 1,70 0,024 0,70 0,015 1,03 0,308 

PRKAR2A 
Protein Kinase CAMP-Dependent 
Type II Regulatory Subunit Alpha 

NM_ 004157 1,12 0,175 1,47 0,038 0,78 0,034 0,91 0,115 

SHC1 SHC Adaptor Protein 1 NM_001202859 1,25 0,083 1,42 0,044 0,85 0,079 0,89 0,078 

ADCY3 Adenylate Cyclase 3 NM_004036 1,06 0,296 1,23 0,089 0,69 0,014 0,76 0,015 

GNAS 
Guanine Nucleotide Binding 

Protein (G Protein), Alpha 
Stimulating 

NM_001077488 1,19 0,115 1,50 0,035 0,90 0,136 1,12 0,098 

JUN Jun Proto-Oncogene NM_002228 1,38 0,050 1,20 0,110 2,36 0,009 1,88 0,007 

LIPE Lipase E, Hormone Sensitive Type NM_005357 0,77 0,043 1,06 0,293 0,92 0,197 0,85 0,045 

PIK3C2A 
Phosphatidylinositol-4-Phosphate 
3-Kinase Catalytic Subunit Type 2 

Alpha 
NM_002645 1,36 0,052 1,22 0,096 0,86 0,086 1,11 0,108 

PIK3R1 
Phosphoinositide-3-Kinase 

Regulatory Subunit 1 
NM_001242466 1,18 0,122 1,15 0,146 0,75 0,025 0,86 0,052 

MAPK1 
Mitogen-Activated Protein Kinase 

1 
NM_002745 1,23 0,093 1,88 0,019 2,50 0,008 2,62 0,004 

RELA 
Avian Reticuloendotheliosis Viral 
Proto-Oncogene (NF-KB Subunit) 

NM_021975 1,23 0,092 1,86 0,019 1,00 0,478 1,06 0,219 

TNF Tumor Necrosis Factor NM_000594 NA NA NA NA NA NA NA NA 

SNF: Sinefrina; CS: Controle do Solvente; NA: Não amplificado; FC: Fold Change (expressão relativa dos genes de interesse em comparação 
aos genes de referência após calculo matemático de 2-ΔΔCt); p-value: Valor estatístico de significa obtido após analise estatística pelo teste t – 
Student.
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Highlights 

 

• This study evaluated the toxic effects of the thermogenic synephrine (SN) in hepatic cells. 

• SN causes cytostatic effects in micronucleus cytome. 

• Intracellular ROS and increases of GPx/GSH enzymes indicate acute oxidative stress. 

• SN does not induce cytotoxicity, DNA damage and alterations in gene expression.  

• The findings indicate that acute SN treatments do not cause hazard effects in human liver 

cells. 
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Abstract 

 

Synephrine (SN) is a substance contained in dietary supplements widely marketed for weight 

loss. The SN orally ingested in thermogenic supplements is fast absorbed and transformed in 

the liver, the main site of action. After metabolizing, the metabolites produced are related to the 

generation of reactive oxygen species (ROS) which could cause adverse health effects. 

However, studies about effects of SN on the DNA stability of human cells are fewer and not 

performed in hepatic cells. Using the in vitro model HepG2 cells, a human hepatocarcinoma 

cell, we investigated in this study the acute toxic properties of SN and its effects on the cell 

cycle, redox balance and on chromosomal stability. Results obtained in micronucleus (MNs) 

cytome experiments showed that SN at 200 µM induces cytostatic effects in HepG2 cells. When 

intracellular ROS (using H2DCFDA probe) were measured all SN concentrations (2.0, 20.0 and 

200 µM) increases ROS levels at 6 h and 24 h, only the higher SN concentration (200 µM) 

induced significant elevations. Furthermore, SN at 20.0 and 200 µM significantly increases the 

GPx/GSH enzymatic levels and confirms the ROS induced by SN. However, despite the ROS 

production induced by SN, the upregulation of defense systems (antioxidants and metabolizing 

enzymes) presents in hepatic cells were sufficient to protects HepG2 cells once no significant 

results of acute toxicity (2.00 – 5000 µM), cell cycle alterations and genotoxic/mutagenic 

effects (2.00 - 200 µM) were observed. In conclusion, SN after acute treatments in human 

hepatic HepG2 cells in vitro did not demonstrate cytotoxicity, cell cycle alterations, and 

genotoxic/mutagenic effects, although, studies in chronic exposures with SN are necessary to 

confirm the absence of hazard potential of this substance to thermogenic supplements users. 

 

Keywords: acute toxicity, cell viability, DNA damage; micronucleus assay; redox status. 
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1. Introduction 

Nowadays, due to lack of time for practicing physical exercises, one of the most 

frequently used strategies for weight loss is a caloric restriction and the ingestion of 

thermogenic and ergogenic supplements. Thermogenic supplements are widely consumed to 

decrease caloric intake and increase energy expenditure [1]. Many commercially available 

thermogenics contain substances such as synephrine (SN), caffeine, green tea and salicin in its 

composition [2-5]. 

SN is a proto-alkaloid naturally found in immature fruits and bark of Citrus aurantium 

(bitter orange) and is closely related to ephedrine and others catecholamines (i.e., epinephrine) 

[6]. This substance acts by activation of the β-3 adrenergic receptor and causes inhibition of 

appetite, induction of lipolysis and elevation in metabolic rates [6-8]. The SN usually added to 

thermogenic supplements can be prepared from plant extracts (which contains about 5–10% of 

SN) or as purified phytochemical (up to 95% of purity) [9]. However, early case reports 

published with humans have associated products containing SN with various adverse effects, 

such as myocardial infarction [10, 11], ischemic stroke [12], acute arterial hypertension [13] 

and tachycardia [14]. In addition to epidemiological reports with humans, others previous 

studies have been concerned reporting the absence of adverse effects of SN when tested in 

laboratory models [1, 3, 8, 9, 15-17].  

After the ingestion, SN is highly absorbed (about 30-90% in 2 hours) by the 

gastrointestinal tract, and it is metabolized mainly in the liver, that receives this compound via 

the portal vein [18]. In liver, SN is a substrate for mitochondrial enzymes named monoamine 

oxidases (MAOs) that oxidizes SN to produces p- or m-hydroxymandelic acid [19]. The 

metabolite p-hydroxymandelic acid is related with the production of reactive oxygen species 

(ROS), such as hydrogen peroxide (H2O2), which can trigger disturbances in the redox status 

of the cells and induce oxidative stress [20, 21]. It is well established that ROS mediate direct 
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damage to the DNA causing single and double strand breaks, base oxidation, DNA adducts and 

crosslinks [22]. However, there are few reports concerning the assessment of the SN impact on 

induced DNA damage after acute exposures using human cells in vitro, and they are 

inconclusive. For example, in a recent review, Bakhiya et al. [9] listed only one study in vitro 

and founded that SN has no genotoxic activity when tested in L5178Y mouse lymphoma cells. 

Stohs et al. [23] described four different studies performed with in vitro models, and the results 

demonstrated that SN and its degradation products at plasmatic concentrations were no 

mutagenic, however, in human leukocytes increases in DNA damage (using comet assay) at 

concentrations ≥ 0.6 µM (100 ng/mL) were detected.  

Therefore, to study and understand the impact of SN exposure in human cells is 

important using a cellular model derived from a “target organ” of SN action, such as the liver, 

where SN is metabolized mainly, and no studies were carried out concerning the impact on 

redox status and DNA stability. In this context, we used as a model the cell line HepG2, a 

hepatic cell line derived from human hepatocarcinoma, and considered a good experimental in 

vitro model for genotoxicity screening by presents some phase I and II metabolism enzymes, 

protein p53 functionally active and efficient DNA repair system [24, 25]. Therefore, this study 

aimed to investigate the possible acute toxic properties of SN and its effects on the cell cycle, 

redox balance, chromosomal stability and on gene expression of gene involved in DNA damage 

signaling at concentrations which may be observed in the liver of users of thermogenic 

supplements and analyze the potential hazard of this substance. 
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2. Material and methods 

2.1. Chemical reagents 

SN (p-(±)synephrine; HOC6H4CH(CH2NHCH3)OH; purity ≥98%; CAS: 05-07-94; 

Figure 1), methyl methanesulfonate (MMS, CAS: 66-27-3), MTT (bromide [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl) -2,5-dipheniltetrazolium, CAS: 57360-69-7), neutral red (CAS: 553-24-

2), cytochalasin-B (CAS: 14930-96-2), sodium citrate (CAS: 6132-04-3), perchloric acid (CAS: 

7601-90-3), formaldehyde (CAS: 50-00-0), acridine orange (CAS: 494-38-2), hydrogen 

peroxide (CAS: 7722-84-1), ethanol (CAS: 64-17-5), methanol (CAS: 67-56-1), 2’7’–

dichlorofluorescindiacetate (CAS: 4091-99-0) and acetic acid (CAS: 64-19-7) were obtained 

from Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA). GelRed came from Biotium (Fremont, CA, USA). 

Reagents for cell culture: DMEM (+) glucose, fetal bovine serum (FBS), trypsin-EDTA 5X and 

antibiotic-antimycotic (streptomycin, amphotericin, and penicillin) mix 100 X came from 

Gibco (Carlsbad, CA, USA). For cell cycle analysis, was obtained the Cycle TEST PLUS DNA 

Reagent Kit (catalog #340242) from Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA). Glutathione 

Peroxidase (GPx)Activity Colorimetric Assay kit (catalog - #K762-100) was obtained from 

Biovision Inc. (Milpitas, CA, USA). The quantification of glutathione (GSH) (ThiolTracker 

Violet Kit - catalog #T10095); Catalase (CAT) (Amplex Red Catalase Assay kit – catalog 

#A22180); Superoxide Dismutase (SOD) (MitoSOX ™ Mitochondrial Superoxide Indicator - 

catalog #M36008); low melting point (LMP) agarose (CAS: 39346-81-1), normal melting point 

(NMP) agarose (CAS: 9012-36-6), PureLink® RNA Mini Kit (catalog #12183018A), DNase I 

Amplification Grade (catalog #18068015) were obtained from Invitrogen Molecular Probes 

(Eugene, OR, USA). High Capacity cDNA Reverse Transcription (catalog #4368814), 

PowerUp SYBR Green Master Mix (catalog #4368577), MicroAmp® Fast Optical 96-Well 

Reaction Plate (catalog #4346907) and MicroAmp® Clear Adhesive Film (Cat. Nº 4306311) 

were obtained of Applied Biosystems (Carlsbad, EUA). All other chemicals were analytical 
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grade products and were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  

 

 

Fig. 1. Chemical structure of synephrine. Sigma-Aldrich® 

2.2. Human cells and culture conditions 

Cell culture procedures were performed according to Bal-Price and Coecke [26]. Human 

hepatocarcinoma cells (HepG2) line were obtained from the ATCC (American Type Culture 

Collection, catalog #HB-8065) and provided by the Hemocentre of the Hospital das Clínicas of 

the Ribeirão Preto Medical School – University of Sao Paulo. The cells were grown in DMEM 

(Gibco - Carlsbad, USA) with 10% of FBS and 1% of Antibiotic-Antimycotic (10000 units/mL 

penicillin, 10000 µg/mL streptomycin and 25 µg/mL amphotericin B) and 0.024% of sodium 

bicarbonate in a CO2 incubator with 5% atmosphere at 37°C and 96% relative humidity. All 

experiments were conducted between the third and eighth cell passage. 

 

2.3. Solution of the tested compound 

SN (purity ≥ 98%) was diluted with perchloric acid (HClO4) at 5.0%, as recommended 

by Rossato et al. [27] in a stock solution of 500 mM. Subsequently, different concentrations 

were made and used in the different experimental series. 

 

2.4. Cytotoxicity assays 
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2.4.1. MTT assays 

1 x 104 cells were seeded in 96 well culture plates (TPP; Trasadingen, Switzerland) for 

24 h. Subsequently, the plates were treated with different SN concentrations (25 - 5000 μM) for 

the period of 24 h. Experiments with the positive control (MMS) were also carried out, under 

the identical conditions. The MTT assays were performed according to the protocol described 

by Mosmann [28]. After exposure of the cells, MTT solution (5.0 mg/mL) was added to each 

well and incubated for further 4 h. Finally, the medium with the MTT solution was removed, 

and the absorbance was measured using a spectrophotometer (Biotek Elx800 – Winooski, USA; 

λ 570 nm). Values obtained with the negative control (PBS; pH 7.4) were considered as 100%. 

All experiments were done in duplicate, and 7 measurements were conducted in parallel per 

each experimental point. Results are expressed as the percentage (%) of viable cells mean ± 

standard deviations (SD). 

 

2.4.2. Neutral Red (NR) assays 

The experiments were performed as previously described by Repetto et al. [29]. For NR 

uptake assays, 5 x 104 cells were seeded in 96 well culture plates (TPP; Trasadingen, 

Switzerland) and incubated for 24 h. Subsequently, the cells were treated with SN for 24 h. 

After the treatments, the culture medium was removed, and NR solution (40 µg/mL) was added 

to each well and incubated for further 2 h. Subsequently, the cells were washed with PBS (pH 

7.4), and NR extraction solution added to each well. Absorbance was measured with a 

spectrophotometer (Biotek Elx800 – Winooski, USA; λ 540 nm). The values of the negative 

control were considered as 100%. All experiments were run in duplicate, and 4 measurements 

were conducted in parallel per each experimental point. Results are expressed as the % of viable 

cells mean ± standard deviations (SD). 

 

2.5. Cell cycle kinetics by flow cytometry 



133 
 

1 x 105 cells (HepG2) were seeded in 24 well culture plates (TPP; Trasadingen, 

Switzerland) for 24 h, subsequently the culture medium was replaced by complete culture 

medium containing three different concentrations of SN (2.00, 20.0 and 200 µM), or by the 

respective controls, negative (PBS; pH 7.4), positive (MMS – 300 µM) and solvent (HClO4 - 

0.050%) for 24 h. Flow cytometry was performed according to the protocol described by the 

manufacturer. Data were analyzed using the Cell Quest software (Becton Dickinson; Franklin 

Lakes, NJ, USA) and cell cycle profiles were designed using the FlowJo software (Tree Star 

Incorporation; Ashland, OR, USA). Results are expressed as % of cells in each cell cycle. For 

each experimental point, were performed three cultures in parallel. 

 

2.6. Comet assay 

Comet assay was performed according to the protocol of Tice et al. [30]. 3 x 105 cells 

(HepG2) were seeded in 24 well plates (TPP; Trasadingen, Switzerland) with complete culture 

medium and cultivated under standard conditions for 24 h. Cells were treated with SN (2.00, 

20.0 and 200 µM) for the period of 4 h. Positive (MMS – 300 µM), solvent (HClO4 - 0.050%) 

and negative (PBS; pH 7.4) controls in all experiments were included. Cell viability was 

determined by trypan blue exclusion technique using cell-counting equipment Countess 

Automated Cell Counter (Life Technologies; Carlsbad, CA, USA) and only the treatments that 

showed viability above 90% were subjected to the comet assay. 20 µL of the cell suspensions 

were transferred to agarose-coated slides which were coverslipped and cooled at 4°C for 20 

min. Then, the coverslips were removed and slides immersed in freshly prepared lysis solution 

(2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10) and maintained for 1 h at 4°C. After that, 

they were transferred to an electrophoresis chamber with buffer (300 mM NaOH and 1.0 mM 

EDTA pH>13) and electrophoresis was conducted under standard conditions (25 V; 300 mA; 

1.25 Vcm-1) for 20 min. Subsequently, the slides were neutralized (0,4 M Tris, pH 7,5), air-
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dried and fixed in absolute ethanol for 5 min. Slides were stained with GelRed [1: 10.000 v/v 

(GR/PBS); pH 7.4] and analyzed with a fluorescence microscopy (Carl Zeiss, Axiostar Plus, 

Jena, Germany). For each experimental point, three cultures in parallel were performed. For 

each culture, 100 nucleoids (300 nucleoids in total) were evaluated with CometAssay IV 

software (Perceptive Instruments, England, UK). The % of DNA in the tail (Tail Intensity) was 

used as parameter for analysis. Results are expressed as mean ± SD. 

 

2.7. Cytokinesis block micronucleus cytome (CBMN-Cyt) assays 

Chromosomal instability was evaluated by CBMN-Cyt assay as described by Fenech 

[31] with minor modifications. 5 x 105 cells were seeded in 6-well (TPP; Trasadingen, 

Switzerland) cultures plates for 24 h; then the culture medium was replaced by solutions 

containing different concentrations of SN (2.00, 20.0 and 200 µM) for further 24 h. Positive 

(MMS – 300 µM), solvent (HClO4 - 0.050%) and negative (PBS; pH 7.4) controls were included 

in all experiments. After the treatment, cultures were washed with PBS, and the fresh complete 

medium containing 4.5 µg/mL of cytochalasin B was added for 30 h. Subsequently, the cells 

were washed, trypsinized and centrifuged for 5 min at 174 g. Then, the pellets were resuspended 

in 5 mL of hypotonic solution (sodium citrate 1% at 4°C) and formaldehyde (4%) for 8 min to 

avoid cell membrane disruption. The cells were centrifuged twice and fixed in with methanol 

and acetic acid (3:1) and then, the slides where prepared. The slides were stained with acridine 

orange solution (108 µM) and analyzed by fluorescence microscopy (Carl Zeiss, Axiostar Plus, 

Jena, Germany). 

The analysis was carried out according to the scoring criteria by Fenech [31]. 

Micronuclei (MNi), nucleoplasmic bridges (NPBs) and nuclear buds (NBUDs) were evaluated. 

For each experimental point, three cultures in parallel were performed. In total, 3000 

binucleated cells (1000 cells per culture) were analyzed per experimental point. The Nuclear 
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Division Index (NDI) was determined in the 1500 cells (500 cells per culture) according to the 

formula proposed by Eastmond and Tucker [32]. The results are expressed as mean of MN 

frequencies (per 1000 cells) ± SD. 

 

2.8. Determination of intracellular ROS levels 

Intracellular ROS levels were measured with H2DCFDA according to the protocol 

described by Wang and Joseph [33] following the directions recommended by the 

manufacturer. 1 x 104 cells were seeded in 96 well culture sterile black plates for a period of 24 

h. Subsequently, the cells were exposed to 2.00, 20.0 and 200 µM of SN or to the respective 

negative (PBS; pH 7.4) and solvent (HClO4 - 0.050%) controls for 6 and 24 h. After the 

treatment, the cells were washed with PBS (pH 7.4); then, H2DCFDA working solution (10 

µM) was added and incubated at 37°C for 30 min. Due to the capacity of cellular peroxidases 

in catalyzing the probe oxidation, hydrogen peroxide (H2O2 - 1.0 mM) was used as a marker of 

cellular ROS and added for 15 min [34]. Finally, 100 µL of PBS (pH 7.4) was added to each 

well and the fluorescence intensity (FI) was measured with a CaryEclipse Fluorescence 

Spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA; excitation λ 485 nm and 

emission λ 528 nm). All experiments were carried in duplicate and 3 measurements were 

conducted in parallel per each experimental point. Results are presented as the fluorescence 

intensity ± SD (arbitrary units). The FI obtained was converted in percentage (%) of 

intracellular ROS levels after normalization with the negative control group (PBS) where these 

was considered with FI (% Intracellular ROS levels) = 100%. The treatments were compared 

in relation to the control. 

 

2.9. Enzymatic quantifications 
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The enzymatic levels of intracellular reduced glutathione (GSH), catalase (CAT), 

superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) were monitored using the 

ThiolTracker Violet (Glutathione Detection Reagent) kit; Amplex Red Catalase Assay 

ThiolTracker Violet kit; MitoSOX Mitochondrial Superoxide Indicator kit and Glutathione 

Peroxidase Activity Colorimetric Assay kit, respectively, according to the manufacturer’s 

instructions. Quantification of reactive substances to thiobarbituric acid (TBARs), and 

malondialdehyde (MDA) was carried out as described by Leal et al. [35]. In all procedures, the 

cells were exposed to 2.00, 20.0 and 200 µM of SN or to the respective negative (PBS; pH 7.4) 

and solvent (HClO4 - 0.050%) controls for 24 h. The complete description of methods, 

experimental procedures, treatments, and measurements are available in Supplementary 

Material I. 

 

2.10. Statistical analysis 

The results of cytotoxicity assays (MTT and NR), cell proliferation (flow cytometry), 

comet assay, CBMN-Cyt (including NDI experiments), ROS and enzymatic measurements 

(GSH, CAT, SOD, GPx, and MDA) were analyzed with the Shapiro-Wilk normality test. For 

assays that showed non-parametric distribution (MTT, NR, cell proliferation, comet assay and 

CBMN-Cyt) Kruskal-Wallis test were run (p ≤ 0.05). For samples with parametric distribution 

(determination of ROS, GSH, CAT, SOD, GPx, MDA and flow cytometry), the data were 

analyzed with ANOVA followed by Dunnett test, considering values of p ≤ 0.05 as significant. 

Statistical analyses were performed with the SPSS Statistics software 20 (IBM SPSS Statistics 

for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp., USA) and figures were drawn using the 

GraphPad Prism 6.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA). All data are 

presented as means ± SD. 
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3. Results 

 

3.1. Acute toxicity  

Fig. 2 depicts the impact of SN on the cell viability of HepG2 cells. No significant acute 

toxic effects were observed in the cell line in all experimental conditions (MTT and NR assays) 

after the period of 24 h. 

 

 

Fig. 2. Percentage (%) of viable HepG2 cells after treatment with different concentrations of 

SN for 24 h in MTT and NR uptake test. Values represent mean ± standard deviations. The 

results are expressed as a percentage of cell viability compared to NC. NC: Negative Control 

(PBS; pH 7.4); SC: Solvent Control (HClO4 - 0.05%); PC: Positive Control (MMS – 300 µM); 

SN: Synephrine (µM). *Indicate values which are statistically different from the NC (Kruskal-

Wallis test; p ≤ 0.05). 

 

3.2. Impact of SN on cell division 

Fig. 3 shows the analysis of the cell cycle kinetics by flow cytometry. SN (2.00, 20.0 

and 200 µM) had no impact on the cell cycle kinetics of the HepG2 cells. Treatment of the cells 

with MMS shifted the cell cycle, decreasing the number of cells in G1 and increasing in S phase. 
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Fig. 3. Percentage (%) of HepG2 cells in each cell cycle phase after SN treatments. The cells 

were exposed to different concentration of SN for 24h. The bars represent the mean ± standard 

deviations. In total, 30.000 cells were analyzed (10.000 cells per experimental point). NC: 

negative control (PBS; pH 7.4); SC: solvent control (HClO4 - 0.05%); PC: positive control 

(MMS – 300 µM); SN: Synephrine (µM). *Indicate statistical significance compared to NC in 

G1 phase. #Indicate statistical significance compare to NC in S phase. $Indicate statistical 

significance compared to NC in G2/M phase. In all statistical analysis was performed ANOVA 

followed by Dunnett test (p ≤ 0.05). 

 

3.3.Comet assay and CBMN-Cyt experiments 

 Results obtained from comet assays in HepG2 cells are shown in Fig. 4. It can be seen 

that cells treated with SN between 2.00 and 200 µM did not induce DNA damage, while 

treatment with MMS (300 µM) clearly increased comet formation. The results of the CBMN-

Cyt experiments are summarized in Table 1. Treatments with SN also did not induce 

chromosomal instability in HepG2 cells; cells which were treated with MMS (300 µM) had 

significantly higher MNi-frequencies compared to the negative controls (NCs). Moreover, in 

comparison with the NC, cells treated with SN at concentration of 200 µM showed significant 

decrease in the percentage (%) of BN cells and in the NDI values by 24.4 and 11.5 %, 

respectively (Table 1); cultures which were exposed to MMS also had a lower % of BN cells; 

NDI value was also significantly reduced.  
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Fig. 4. Percentage (%) of DNA in the tail (Tail Intensity) in HepG2 cells after 4 h of treatment 

with SN in different concentrations. The bars represent the mean ± standard deviations. NC: 

Negative Control (PBS; pH 7.4); SC: Solvent Control (HClO4 - 0.05%); PC: Positive Control 

(MMS – 300 µM); SN: Synephrine (µM). *Indicate values which are statistically different from 

the NC (Kruskal-Wallis test; p ≤ 0.05). 

 

Table 1. Frequencies of micronuclei (MNi), nuclear buds (NBUDs), nucleoplasmatic bridges 

(NPBs) per 1000 binucleated cells; Nuclear Division Index (NDI) and percentage (%) of 

binucleated cells (BN) in HepG2 cells treated for 24 h with different concentrations of 

synephrine (SN)1 

CBMN-cyt – HepG2  

TREATMENTS MNi  NBUDs  NPBs  BN (%)  NDI 

SN 2.00 µM 14.7 ± 3.51  2.33 ± 1.53  7.00 ± 2.65  62.66 ± 2.33  1.65 ± 0.30 

SN 20.0 µM 18.6 ± 0.57  4.68 ± 1.53  6.67 ± 0.58  57.93 ± 2.74  1.63 ± 0.03 

SN 200 µM 19.0 ± 1.73  7.33 ± 1.15  7.33 ± 1.58  51.33 ± 094*  1.54 ± 0.01* 

NC 14.00 ± 1.00  5.00 ± 1.73  3.67 ± 1.15  67.87 ± 0.99  1.74 ± 0.02 

SC 14.00 ± 1.00  0.68 ± 1.15  2.67 ± 1.53  62.87 ± 2.33  1.67 ± 0.06 

PC 37.7 ± 3.51*  13.00 ± 1.00  14.00 ± 3.60*  43.13 ± 2.20*  1.43 ± 0.02* 

 

1Values indicate mean ± standard deviations of results obtained with 3 cultures per experimental 

point. 3000 binucleated cells (1000 cells per replicate) were analyzed for the determination of 

the different nuclear anomalies. The NDI was calculated based on the evaluation of 1500 cells 

(500 cells per replicate). NC: Negative Control (PBS; pH 7.4); SC: Solvent Control (HClO4 - 

0.05%); PC: Positive Control (MMS – 300 µM); SN: Synephrine (µM). *Values statistically 

different of NC (Kruskal-Wallis test; p ≤ 0.05). 
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3.4. Intracellular ROS formation 

The formation of intracellular ROS in HepG2 cells is depicted in Fig. 5. An increase of 

intracellular ROS was seen after 6 h of treatment in all SN concentrations (2.00; 20.0 and 200 

µM), while only the concentration of SN at 200 µM was able to increase the intracellular ROS 

formation after 24 h when compared to its respective negative control (NC). 

 

 

Fig. 5. Formation of intracellular reactive oxygen species (ROS) levels after treatments with 

different concentrations of SN for 6 or 24 h in HepG2 cells. The % of fluorescence intensity 

was calculated in relation to the NC and the bars represent the mean ± standard deviations. NC: 

Negative Control (PBS; pH 7.4); SC: Solvent Control (HClO4 - 0.05%); PC: Positive Control 

(H2O2 – 1 mM); SN: Synephrine (µM). *Indicate statistical significance compared to NC 

(ANOVA followed by Dunnett test; p ≤ 0.05). 

 

3.5.  Biochemical parameters related to redox status of the cells  

3.5.1. GSH 

Determination of GSH concentrations detected after 24 h of treatment with SN (2.00 - 

200 µM) are shown in Fig. 6(a). SN levels ≥ 20.0 µM increased the intracellular GSH 

concentration in HepG2 cells. Similar results were seen with the positive control (H2O2 - 1 

mM), i.e., increases in GSH levels after 24 h of treatment. 
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3.5.2. CAT 

The activity of the antioxidant enzyme CAT quantified after 24 h of treatment with SN 

(2.00 - 200 µM) in HepG2 cells are shown in Fig. 6(b). SN concentrations of 2.00, 20.0 and 

200 µM did not cause significant alterations in CAT levels as compared to the negative control. 

 

3.5.3. SOD 

SOD activity was quantified after 24 h of treatment with SN (2.00 - 200 µM) and the 

results showed in Fig. 6(c). Cells treated with SN at concentrations between 2.00 and 200 µM 

showed no alterations in SOD activity when compared to negative control. 

 

3.5.4. GPx 

The GPx activity measured after 24 h treatment with SN (2.00 - 200 µM) are shown in 

Fig. 6(d). SN levels ≥ 20.0 µM were able to causes significant increases in the GPx enzymatic 

activity when compared to the negative control. 
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Fig. 6. Enzymatic measurement of GSH (a), CAT (b), SOD (c) and GPx (d) in HepG2 cells 

after treatments with different SN concentrations for 24h. The bars represent the mean ± 

standard deviations. NC: Negative Control (PBS; pH 7.4); SC: Solvent Control (HClO4 - 

0.05%); PC: Positive Control (H2O2 – 1 mM); SN: Synephrine (µM). *Indicate statistical 

significance compared to NC (ANOVA followed by Dunnett test; p ≤ 0.05).   

 

3. Discussion 

The contents of SN in different thermogenic supplements can vary according to the 

formulation proposed by the company and by the legislation of regulatory agencies. In a recent 

study published by Viana et al. [36], for example, the SN content in thermogenic supplements 

have been analyzed and were founded concentrations which correspond to an uptake between 

59.1 (3535 µM) and 127 mg (7595 µM)/day.  
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After the ingestion, SN has a fast hepatic transformation [18] because a greatest fraction 

of the compound absorbed in the intestine (30-90%) comes to the liver via the portal vein. It is 

normal that substances are absorbed in the intestine and channeled into the portal vein are 

present at higher concentrations in the latter when compared to the systemic circulation. It has 

been demonstrated that this difference may reach factors of 5 or more [37] and due to this can 

also expect that, in metabolic terms, the liver is the main site of action of SN [18]. In Wistar 

rats, for example, were found concentrations ranging from 10 to 500 µM in liver portal vein 

after SN infusion [18]. Therefore, the concentrations in the liver of thermogenic supplements 

users, depending on the amount of SN ingested daily in the pills, may reach levels between the 

concentration ranges from 2 to 200 µM that were evaluated in this study.   

Conforming described, there are many reports about the presence and absence of 

adverse effects caused by SN, especially in humans. In another hand, only a few results of 

genotoxicity and mutagenicity experiments with SN are available at present. More relevant yet 

is that the genotoxic and mutagenic properties of SN have not been investigated in earlier 

studies according to our knowledge in human hepatic cell lines in vitro, such as HepG2 cells.  

Initial results showed that SN does not induce cytotoxic effects (Fig. 2) and cell cycle 

alterations (Fig. 3). The lack of acute toxicity showed in the results is in agreement with data 

from earlier studies. No toxicity effects were observed in the rat liver cells [7], embryo 

fibroblasts [38], muscle cells [39], and also in human intestinal (Caco-2) cells, no evidence for 

an effect was found when the compound was tested at high concentrations (up to 1000 µM) in 

LDH assays [27].  

In addition, the results in Fig. 4 and Table 1, showed the absence of DNA damage 

(comet assay) and MNs induction caused by chromosomal breaks/loses after SN treatments. 

These results are in accordance with McGregor et al. [40] that also showed no genotoxic activity 

of SN after treatment in mouse lymphoma cells (L5178Y) at concentrations of 120 µM to 21.5 
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mM. In a recent review published by Stohs et al. [23], the authors cited two reports about 

genotoxic and mutagenic effects of SN. In the first reporting, SN and its metabolic products 

also did not cause MNs induction in leukocytes cultured cells in vitro up to the highest tested 

concentration of 0.6 µM (100 ng/mL). However, under the same experimental conditions using 

the comet assay, small increases of DNA damages were observed at 0.6 µM. In the second 

study, when the potential mutagenicity of a bitter orange extract (Advantra Z®) containing 50% 

of SN was assessed by the Salmonella typhimurium reverse mutation assay (using the tester 

strains TA1535, TA97a, TA98, TA100, and TA102) and in the presence/absence of an S9 

metabolic activation system, the results also indicated that the bitter orange extract (50% of SN) 

did not induce cytotoxic and mutagenic effects.  

However, in the MNs cytome results, the % of BN cells and NDI rates showed 

significant decreases in SN concentrations of 200 µM when compared to NC (Table 1) and 

indicate possible cytostatic effects in mitogenic activity caused by SN. Probably, these 

cytostatic effects identify in MNs cytome assay were not identified in the cell cycle assays by 

flow cytometry (Fig. 3) due to the fact that MN technique evaluates the cytostatic effects of 

substances after one cell cycle (cytokinesis blockade) of withdrawal from treatment [31]. 

The results of H2DCFDA assay (Fig. 5) indicate ROS formation after 6 h of treatment 

in SN levels of 2.0 µM and, after 24 h (same treatment time of MNs experiments), only SN at 

200 µM showed significant increases. The most significant effect observed on ROS induction 

after 6 h of treatment may be related to SN half-life which is approximately 3 h [15]. For 24 h, 

the ROS formation at SN levels of 200 µM may be explained and justify the cytostatic effects 

observed in hepatic human cells in vitro. 

According to Haller et al. [19], SN is transformed by mitochondrial enzymes 

monoamine oxidases (MAOs) in p-hydroxymandelic acid. Suzuki et al. [41], for example, 

already demonstrated the capacity of MAOs in transforming SN by experiments with isolated 
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mitochondria and, pharmacokinetics studies showed that this reaction is exerted predominantly 

in the liver [18]. After this, still in the liver, SN also undergoes phase II metabolism, namely 

glucuronidation, and sulfation [42]. In humans, available data regarding excretion, 80% of the 

total oral dose of SN is eliminated within 24 h [43] in the urine and the presence of p-

hydroxymandelic acid was the main metabolic product founded [41].  

According to Grandy [21], the oxidation by MAOs and the metabolic product p-

hydroxymandelic acid are related with the production of ROS (i.e. hydrogen peroxide - H2O2) 

and could contribute to explain the results in H2DCFDA assay. To confirm these results and to 

find possible forms of action, results obtained in enzymatic measurements demonstrated that 

SN in levels of 20.0 µM induces significant increases in GSH (Fig. 6[a]) and GPx (Fig. 6[d]) 

levels when compared to the negative control (PBS) after 24 h of treatment.  

The increases in the GSH/GPx levels clearly indicate a defense response of the cells to 

ROS induction. Arbo et al. [44] also showed increases in the GSH levels in mice after SN 

administration but observed an inhibition of GPx activity. The induction of oxidative stress 

plays a key role in etiology of various disease states such as diabetes mellitus, atherosclerosis, 

cardiovascular, aging and human cancer [45]. These results may be associated with the previous 

studies published where cardiotoxicity induced after SN consumption may also relate to 

oxidative stress [20].  

However, despite cytostatic effects, the ROS induced by SN did not promote significant 

DNA damage and induction of chromosomal instability in hepatic derived cells in vitro. These 

events are called "acute oxidative stress" because in this case, it is not enough to have enhanced 

ROS level for certain period of time. A comprehensive review of Lushchak [46] showed some 

studies examples and provided such as a consequence an enhanced expression of antioxidants 

and related enzymes like GPx; GSH; SOD; CAT; GR, the absence of most pronounced cell 



146 
 

damages (i.e. DNA) and the possible presence of moderate effects like cell cycle delays. All 

consequences were observed in this study with SN. 

HepG2 cells, as well as hepatocytes, have protein p53 functionally active and efficient 

DNA repair system, mainly in the base excision repair (BER), which are responsible for the 

removal of oxidative damage caused to the DNA (base oxidation and abasic sites) [24]. 

According to Halliwell and Whiteman [47], this mechanism is an “adaptation” of the cell or 

organism by upregulation of defense systems, which may (I) completely protect against 

damage; (II) protect against damage to some extent but not completely; or (III) ‘overprotect’ 

(e.g. the cells is then resistant to higher levels of oxidative stress imposed subsequently).  

Taken together, the present data show that SN did not cause acute toxic effects, 

genotoxic and mutagenic events in human liver cells in vitro at concentrations which are 

relevant for thermogenic users. However, it is important to remember that the contents of SN 

ingested in different thermogenic supplements can vary according to the number of pills 

ingested daily, the formulation proposed and the legislation present. Therefore, the safety of 

this compound should be further investigated in regard to its possible adverse effects since ROS 

induction, alterations in redox balance (increases in GPx/GSH enzymes) and cytostatic effects 

were observed. New studies with chronic treatments are necessary to may represent the total 

absence of hazard to the liver of thermogenic supplement users.  
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Supplementary material 

 

2.9.1. Intracellular glutathione (GSH)  

Intracellular Glutathione (GSH) was monitored with the ThiolTracker Violet 

(Glutathione Detection Reagent) kit according to the instructions of the manufacturer. 1 x 104 

cells (HepG2) were seeded in 96 well culture black (TPP; Trasadingen, Switzerland) plates for 

a period of 24 h. Subsequently, the cells were exposed to SN (2.0, 20.0 and 200 µM) or by the 

respective controls, negative (PBS; pH 7.4) and solvent (HClO4 - 0.050%) for 24 h. Thereafter, 

the cells were washed two times with PBS, which was removed before the dye solution (20 

mM, Thiol Tracker™ Violet) was added. Finally, the plates were incubated at 37°C for 30 min, 

subsequently, ThiolTracker Violet dye solution was replaced by PBS (pH 7.4) for reading. The 

fluorescence intensity was measured with a CaryEclipse Fluorescence Spectrophotometer 

(Agilent Technologies, Santa Clara, EUA; excitation λ 404 nm and emission λ 526 nm). All 

experiments were run in duplicate and 3 measurements were conducted in parallel for each 

experimental point. The results are presented as fluorescence intensities (arbitrary units) in 

mean ± standard deviations (SD). 

 

2.9.2. Catalase (CAT)  

Catalase (CAT) was monitored with the Amplex Red Catalase Assay ThiolTracker™ 

Violet kit according to the instructions of the manufacturer. The plating, stabilization and 

treatments procedures are the same as those mentioned in Intracellular Glutathione (GSH). 

Thereafter, 25 μL of each standard of CAT and the previously trypsinized cell homogenate with 

an additional 25 μL H2O2 (40 μM) was added and the plate incubated at room temperature for 

30 min. Then, 50 μL of the working solution containing the Amplex Red reagent (100 μM) was 

added to each well of controls and samples, and then the plate was incubated protected from 
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light in a culture oven at 37°C for 30 min. Subsequently, the plate containing the blank, standard 

curve and samples had the fluorescence intensities measured with a CaryEclipse Fluorescence 

Spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA; excitation λ 530 nm and 

emission λ 590 nm). All experiments were run in duplicate and 3 measurements were conducted 

in parallel for each experimental point. The results are presented as units (U) of CAT per mL 

of reaction solution (U/mL) in mean ± standard deviations (SD). 

 

2.9.3. Superoxide dismutase (SOD)  

Superoxide dismutase (SOD) levels were verified using the MitoSOX™ Mitochondrial 

Superoxide Indicator kit according to the instructions of the manufacturer. The plating, 

stabilization and treatments procedures are the same as those mentioned in in Intracellular 

Glutathione (GSH). Thereafter, the incubation medium with the treatments was removed and 

the wells were washed twice with PBS, which was then removed and then 100 μL of the 

MitoSOX ™ dye solution (10 μM) was added. The plate was incubated in culture oven at 37°C 

for 25 min and then the MitoSOX ™ dye solution was removed and the wells washed 2 times 

with PBS. Finally, another 100 μL of PBS (pH 7.4) was added to each well and the fluorescence 

intensity was measured with a CaryEclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent 

Technologies, Santa Clara, EUA; excitation λ 510 nm and emission λ 580 nm). All experiments 

were run in duplicate and 5 measurements were conducted in parallel for each experimental 

point. The results are presented as fluorescence intensities (arbitrary units) in mean ± standard 

deviations (SD). 
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2.9.4. Glutathione peroxidase (GPx)  

Glutathione peroxidase (GPx) enzyme was quantified using the Glutathione Peroxidase 

Activity Colorimetric Assay kit according to the instructions of the manufacturer. 1 x 106 cells 

(HepG2) were seeded in 6 well culture plates (TPP; Trasadingen, Switzerland) for a period of 

24 h. Subsequently, the cells were exposed to SN (2.0, 20.0 and 200 µM) or by the respective 

controls, negative (PBS; pH 7.4) and solvent (HClO4 - 0.050%) for 24 h. Thereafter, the cells 

were removed from the plate with trypsin, homogenized in “Buffer Assay” at 4 °C and 

centrifuged for 10.000 g for 15 min to collect the supernatant. Prior to the initiation of the 

reading procedure, a standard GPx curve with concentrations of 0-100 nmol/mL, positive 

reaction control (GPx - 1 mM) and blank control were diluted in a new 96 well plate (TPP; 

Trasadingen, Switzerland). Next, a first spectrophotometer reading (Biotek Elx800 - Winooski, 

USA) with a wavelength of 340 nm was taken to obtain the standard curve. After that, 50 μL 

of the supernatant from the samples were placed on the plate along with 40 μL of reaction mix 

containing NADPH, Glutathione Reductase (GR) and Glutathione (GSH). The same mix was 

added to the white and positive control. The samples were homogenized and two 

spectrophotometer readings (Biotek Elx800 - Winooski, USA) with a wavelength of 340 nm 

were performed: (I) at time 0 min to obtain reading 1 (A1) and (II) after 20 min to obtain the 

reading 2 (A2). The following equation was applied to obtain the Δ340 nm: (ABS Sample A1 

- ABS Sample A2) - (ABS Blank A1 - ABS Blank A2). 

With the Δ340 nm obtained from each sample, the GPx activity was calculated with the 

following equation below: 

𝐺𝑃𝑥 (
𝑛𝑚𝑜𝑙

𝑚𝐿
) =

B

(T2 − T1) 𝑥 𝑉
 𝑥 𝐴𝐵𝑆 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 (340 𝑛𝑚) 
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Where B = amount of NAPDH that decreased between T1 and T2; T1 = First reading 

time in min (T1 = 0); T2 = Second reading time in min (T2 = 20); V = Sample volume added 

in each well in mL (50 μL = 0.05 mL). Results are presented as nmol/mL of GPx in means ± 

standard deviations (SD). For each experimental point, two cultures (1 measurement per 

culture) were performed in parallel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


