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RESUMO

ABREU, Maria Machado. Efeito do tratamento antiobesidade com Citrus
aurantium ou sinefrina na funcéo tireoidiana de camundongos adolescentes
obesos no modelo de programacé&o por reducédo do tamanho da ninhada. 80 f.
Dissertacao (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A obesidade é uma doenca complexa e cronica, atualmente reconhecida
como uma epidemia global. Sua prevaléncia crescente é atribuida a fatores como
mudancas no estilo de vida, influéncias genéticas e, ha ainda uma importante
contribuicdo de alteracbes epigenéticos precoces, como a superalimentacdo pos-
natal, que predispde individuos a obesidade e a disturbios associados. A busca por
tratamentos eficazes para a obesidade levou a um foco na fitoterapia, como exemplo
0 uso de Citrus aurantium L., pertencente ao género Citrus (Rutaceae). O extrato da
casca do fruto imaturo contém aminas adrenérgicas, sendo a sinefrina o principal
componente ativo, conhecido por suas propriedades adrenérgicas e lipoliticas.
Descobertas recentes revelaram que o Citrus aurantium L. melhorou o perfil
metabdlico de camundongos programados para  supernutricdo, mas
simultaneamente elevou as concentracdes de horménios tireoidianos. Neste estudo
pioneiro, investigamos o impacto do tratamento com Citrus aurantium L. e/ou
sinefrina no metabolismo tireoidiano e suas repercussdes no coracdo em
camundongos adolescentes obesos programados por superalimentacdo pdés-natal
precoce. Trés dias ap0s 0 nascimento, camundongos suicos machos foram divididos
em dois grupos: um grupo superalimentado (SL) com uma ninhada reduzida para 3
filhotes para induzir superalimentacdo pés-natal e um grupo controle (NL) com uma
ninhada de 9 filhotes. Aos 30 dias de idade, os camundongos SL e NL foram
submetidos a um tratamento de 19 dias com Citrus aurantium L., padronizado em
6% de sinefrina (SL-C6%) ou 30% de sinefrina (SL-C30%), sinefrina isolada (SL-
Syn) ou veiculo (NL). Os resultados indicam uma correlagdo entre o efeito
antiobesidade de Citrus Aurantium L. ou sinefrina e a funcao tireoidiana, manifestada
pelo aumento nos niveis séricos de T3 (SL-CA6%, +84,03%; SL-CA30%, +105,19%,
e SL-Syn +136,5%) e T4 (SL, +201,89%; SL-CA6%, +344,90%; SL-CA30%,
+335,36%, e SL-Syn, +453,92%), juntamente com aprimoramento na funcionalidade
do TAM, com aumento da expressao do receptor TRHa. Embora nao tenha ocorrido
reducdo no peso corporal, o tratamento efetivamente limitou o ganho de massa
corporal e a adiposidade no periodo do tratamento (SL-CA6%, -21,49%; SL-CA30%,
-21,58%, e SL-Syn, -21,67%). Embora ndo tenham sido observadas diferencas na
frequéncia cardiaca dos animais tratados, a sinefrina isolada levou a um aumento
notavel (+156,07%) na expressao do gene a-MHC, associado a efeitos adversos no
coracdo. Nos demais grupos tratados, o provavel efeito sinérgico de outros
componentes do C. aurantium L. pode ter mitigado o desenvolvimento desse efeito
induzido pela sinefrina no coracao.

Palavras-chave: obesidade; programacgdo metabdlica; superalimentacdo pds-natal;
adolescéncia; hormonios tireoidianos; Citrus aurantium; sinefrina; coragao.



ABSTRACT

ABREU, Maria Machado. Effect of Anti-Obesity Treatment with Citrus aurantium or
Synephrine on Thyroid Function in Obese Adolescent Mice in the Reduced Litter
Size Programming Model. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Obesity is a complex and chronic disease, now recognized as a global
epidemic. Its escalating prevalence is attributed to factors such as lifestyle changes,
genetic influences, and notably, early-life epigenetic factors like postnatal
overfeeding, which predisposes individuals to obesity and associated disorders. The
pursuit of effective obesity treatments has led to a focus on herbal medicine, such as
the use of Citrus aurantium L., belonging to the Citrus genus (Rutaceae). The extract
from the immature fruit peel contains adrenergic amines, with synephrine being the
primary active component known for its adrenergic and lipolytic properties. Recent
findings revealed that Citrus aurantium L. improved the metabolic profile of mice
programmed for overfeeding but concurrently elevated thyroid hormone
concentrations. In this pioneering study, we investigated the impact of treatment with
Citrus aurantium L. and/or synephrine on thyroid metabolism and its repercussions
on the heart in obese adolescent mice programmed through early postnatal
overfeeding. Three days after birth, male Swiss mice were divided into two groups:
an overfed group (SL) with a litter reduced to 3 pups to induce postnatal overfeeding
and a control group (NL) with a litter of 9 pups. At 30 days of age, SL and NL mice
were subjected to a 19-day treatment with Citrus aurantium L., standardized at 6%
synephrine (SL-C6%) or 30% synephrine (SL-C30%), isolated synephrine (SL-Syn),
or vehicle (NL). The results indicate a correlation between the anti-obesity effect of
Citrus Aurantium L. or synephrine and thyroid function, manifested through increased
serum levels of T3 (SL-CA6%, +84.03%,; SL-CA30%, +105.19%, and SL-Syn
+136.5%) and T4 (SL, +201.89%; SL-CA6%, +344.90%; SL-CA30%, +335.36%, and
SL-Syn, +453.92%), along with enhanced TAM functionality due to increased TRHa
receptor expression. Although there was no reduction in body weight, the treatment
effectively curtailed body mass gain and adiposity during the treatment period (SL-
CA6%, -21.49%; SL-CA30%, -21.58%, and SL-Syn, -21.67%). While there were no
discernible differences in the heart rate of treated animals, isolated synephrine led to
a notable increase (+156.07%) in the expression of the a-MHC gene, associated with
adverse effects on the heart. In the other treated groups, the likely synergistic effect
of other components of C. aurantium L. may have mitigated the development of this
synephrine-induced effect on the heart.

Keywords: obesity; metabolic programming; early postnatal overfeeding;
adolescence; thyroid hormones; Citrus aurantium; synephrine; heart.
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INTRODUCAO

Obesidade

Desde 1948, a obesidade foi adicionada a Classificagdo Internacional de
Doencas (CID) pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sendo caracterizada
como uma doenca endocrino metabdlica crénica, de origem multifatorial, na qual ha
acumulo anormal ou excessivo de gordura, causando sérios prejuizos a saude
(WHO, 2023; JAMES, 2008; BRAY et al 2017).

Apesar de fatores genéticos desempenharem um papel significativo no
desenvolvimento da obesidade (BRAY et al.,, 2017; SBP 2019), estes séo
responsaveis por apenas cerca de 2% a 5% dos casos de obesidade, enquanto
fatores exdgenos, como influéncias sociais e ambientais, representam entre 95% e
98% dos casos (ESCRIVAO, 2002; CARVALHO, 2012; SANTOS et al., 2010). Essa
evidéncia reforca a importancia do ambiente obesogénico no desenvolvimento da
obesidade. O sedentarismo e os habitos alimentares inadequados sdo exemplos de
fatores exdgenos que causaram o aumento da prevaléncia da obesidade na
populacdo. Esses fatores podem incluir a disponibilidade excessiva de alimentos
altamente caldricos, 0 acesso limitado a alimentos saudaveis, a falta de atividade
fisica e a influéncia de comportamentos sociais que promovem uma alimentacdo néo
saudavel, conforme demonstrado na figura 1 (URIBE-CERDA et al., 2018; SBP
2019; SANTOS et al., 2010)
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Figura 1 — Fatores associados a obesidade

Impriting
meetabdlico
Fatores - n Fatores Aspecios
genaticos ambierntais psicologicos
Aspectos
SOCID-ECDNoMCD-
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“alor calkorico Inedice metabdlico
total - rEOLUS0
Ingestaon Gasto Ir
energeatica energatico
Coomposigao Termogénese
da dieta | |

Atividade fisica

OBESIDADE

Fonte: Balaban & Silva, 2004.

A prevaléncia da obesidade tem aumentado significativamente nas Ultimas
décadas, tornando-se um problema de saude publica global. Segundo o
Observatério Global da Obesidade, mais de 4 bilhdes de pessoas podem ser
afetadas até 2035, em comparacdo com mais de 2,6 bilhdes em 2020. Isso significa
que em 2020, 38% da populacéo global, a partir de 5 anos, apresentava sobrepeso
e 14% desta tinha obesidade, e as proje¢6es do 6rgao para 2035 sugerem que 51%
da populacdo mundial acima de 5 anos estard com sobrepeso e que destes, 24%
estardo obesos (Tabelal). Teremos entdo, quase %2 da populagdo mundial
padecendo desta doenca, deixando evidente a importancia do seu estudo e controle
(WOF, 2023).
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Tabela 1 - Dados sobre obesidade e sobrepeso mundiais e suas projecdes futuras.
2020 2025 2030 2035

Sobrepeso ou obesidade (IMC=25kg/m?) 2.603 3.041 3.507 4.005

(milhdes)

Obesidade (IMC=30kg/m?) (milhdes) 988  1.249 1556 1.914

Proporcdo da populagdo com sobrepeso ou 38% 42% 46% 51%

obesidade

Propor¢ao da populacdo com obesidade 14% 17% 20% 24%

Fonte: Adaptado do Atlas de Obesidade Global 2023

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, por inquérito telefénico, realizado
pela Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas, demonstrou
que 57% dos brasileiros adultos estavam com sobrepeso e 23% estavam obesos em
2021. Na pesquisa anterior (2019), a prevaléncia de obesidade era menor, sendo de
20%, denotando um crescimento do indice durante a pandemia de COVID-19.
Concluiu-se também gue essa condicdo € mais prevalente em homens com até 54
anos de idade e menor escolaridade (VIGITEL, 2019/2021).

De acordo com dados do Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional
(SISVAN) do Ministério da Saude em 2022, o sobrepeso atingia 31% ou 6,72
milhdes de brasileiros, a obesidade grau | afetava 20% da populacdo, enquanto a
obesidade grau Il ja atingia 7,7%, totalizando 1,6 milhdes de pessoas. Um total de
863.083 brasileiros que participaram da tabulacdo do SISVAN possuiam obesidade
grau lll, ou seja, 4,07% da populacdo. Esse numero representa um crescimento de
29,6% no numero de pessoas nesta condicdo em apenas 4 anos (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Os gastos na saude publica relacionados a obesidade s&o expressivos;
segundo o Atlas Mundial da Obesidade de 2023, o sobrepeso e a obesidade
custardo a economia global mais de US$ 4 trilhdes de renda potencial em 2035, ou
seja, quase 3% do atual produto interno bruto (PIB) global (WOF,2023). No Brasil,
um estudo realizado em 2018 apontou que 0s gastos com a obesidade no pais
foram em torno de R$ 669 milhdes em hospitalizacdes e gastos ambulatoriais e R$
722 milhdes em gastos com medicamentos, ou seja, um total de R$ 1,39 bilhdo
(NILSON et.al, 2019).
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Sabe-se que 0 excesso de peso, leva ao desenvolvimento de doencas
cronicas nao transmissiveis (DCNTSs), principalmente as doencas cardiovasculares,
resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica,
dislipidemias e osteoartrite, desordens do sono e doenca do refluxo gastroesofagico
(ANDOLFI & FISICHELLA, 2018; GOMEZ-CAMPOS, 2011, LILLYCROP &
BURDGE, 2011). Cerca de 70% de todas as mortes no mundo Sao provenientes
das DCNTs (cardiovasculares, respiratérias crénicas, canceres e diabetes), com
estimativa de 38 milhdes de mortes anuais. Desses 0Obitos, quase 28 milhdes sdo em
paises de baixa e média renda, e 16 milh6es ocorrem prematuramente (menores de
70 anos de idade) (MALTA et al., 2017). Em 2019, as DCNTs foram responsaveis
por 55% das 738.371 mortes de adultos no Brasil. Dessas, 173.207 ou 56,1%,
ocorreram entre 30 e 69 anos de idade e, portanto, sdo consideradas prematuras e
evitaveis (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE; 2019).

Obesidade Infantil e na Adolescéncia

A obesidade infanto-juvenil é apontada pela OMS como um dos maiores
desafios de saude publica do século atual. Em 2016, cerca de 41 milhdes de
criancas tinham obesidade e este numero vem crescendo de maneira acelerada
(WHO, 2023). Segundo o Atlas Mundial da Obesidade 2023, a quantidade de
criancas com obesidade no mundo pode mais que dobrar em relagcdo a 2020,
atingindo a marca de 208 milhdes de meninos e 175 milhdes de meninas até 2035.
Além disso, a Comissao de Obesidade no Brasil (COB) apresenta o sobrepeso e a
obesidade como agravos de importancia epidemioldgica, a partir de cinco anos de
idade, em todas as regides brasileiras e grupos de renda (SANTOS, 2011; LIRA et
al., 2020).

Segundo o Censo Demografico realizado em 2010 no Brasil, faziam parte da
populacdo em torno de 18 milhdes de individuos com idades entre 10 e 14 anos,
engquanto na faixa etaria de 15 a 19 anos, esse numero era de aproximadamente 17
milhdes de jovens (IBGE, 2010).

Em uma visédo global, tais projecbes significam que aproximadamente 400

milhdes de criangas lutardo contra a obesidade. Esses dados ressaltam a urgéncia
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de enfrentar o desafio da obesidade infantil de forma abrangente e eficaz (WOF,
2023).

Em criancas obesas, a gordura abdominal apresenta correlagcéo positiva para
alteracdes metabdlicas como hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, dislipidemia e disfuncdo endotelial, comorbidades estas que
normalmente sdo observadas em uma fase mais tardia da vida (SKINNER et al.,
2015; KUMAR; KELLY, 2017; RUIZ et al., 2019).

A alimentacao infantil desempenha um papel crucial no desenvolvimento e no
risco de obesidade, sobretudo em estagios iniciais do desenvolvimento. Estudos tém
demonstrado que o desmame precoce, caracterizado pela introducédo de alimentos
sOlidos antes dos seis meses de idade, estd associado a um maior risco de
obesidade na infancia e adolescéncia (SILVA et al., 2019; WOF, 2019). Além disso,
uma alimentacdo com leite industrializado, em vez do aleitamento materno
exclusivo, pode contribuir para o desequilibrio energético e nutricional, promovendo
0 ganho excessivo de peso e o desenvolvimento da obesidade (ROLLAND-
CACHERA et al., 2019).

Assim como o primeiro ano de vida, a adolescéncia também é uma fase de
grande crescimento e consequente aumento das necessidades nutricionais (RUIZ et
al.,, 2019). Além de representar uma fase de grande importancia pela alta
possibilidade de perpetuacéo do estado obeso na vida adulta e forte associagcdo com
outras condi¢cbes cronicas conforme citado anteriormente. Estima-se que cerca de
90% das criancas com obesidade continuardo obesas na idade adulta (ROMANELLI
et al., 2020; SBP 2019; NEVES et al., 2021).

Ha evidéncias de que criancas e adolescentes obesos podem reverter esse
quadro e ndo se tornarem adultos obesos, sugerindo que o controle do peso na
adolescéncia e idade adulta jovem pode diminuir parcialmente o risco
cardiometabolico e do desenvolvimento de DNCTs na idade adulta (RAITAKARI et
al., 2003, JUONALA et al., 2011). Desta forma o controle da obesidade nesta fase &

importante para mitigar efeitos associados a ela numa fase posterior da vida adulta.



19

Programacéao metabdlica e superalimentacédo neonatal

A programacdo metabodlica é um fendbmeno que ocorre durante periodos
criticos do desenvolvimento, como a gestacdo, lactacdo e adolescéncia, no qual
alteracdes hormonais, ambientais e nutricionais promovem ajustes morfofuncionais.
Esse processo pode ter repercussodes significativas na saude ao longo da vida,
aumentando a predisposicdo ao desenvolvimento de doencas (DE MOURA &
PASSOS, 2005).

Sua origem remonta aos estudos pioneiros realizados pelo epidemiologista
britdnico David J.P. Barker na década de 1980, onde foi observado uma associacao
entre baixo peso ao nascer e um aumento do risco de doengas cardiovasculares,
diabetes tipo 2 e obesidade em adultos (Barker et al., 1989; Barker, 1995). Essa
observacéo levou a proposicao da hipotese da "origem fetal das doencas do adulto”,
sugerindo que as condicbes durante a vida fetal podem influenciar o
desenvolvimento de doencas na vida adulta e dando origem ao conceito conhecido
como Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) (BARKER, 1995;
HABBOUT et al., 2012; SUZUKI, 2018).

A programacdo metabdlica tem sido associada ao surgimento de DCNTSs,
como obesidade, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e dislipidemias. Essas
condicdes de saude tém se tornado cada vez mais prevalentes na populagéo,
representando um importante problema de saldde publica (WATERLAND E
MICHELS, 2007; KING & SKINNER, 2020; LILLYCROP E BURDGE, 2011; YAN-LIN
et al., 2023).

Segundo Dorner e Plagemann (1994), filhos de mulheres obesas possuem
uma maior propensdo a desenvolver obesidade e resisténcia a insulina ao longo da
vida. Esse achado apoia a teoria da "programacao do desenvolvimento”, que sugere
que condicdes adversas durante uma janela critica de desenvolvimento podem levar
a alteracdes fisiolégicas permanentes, com impacto duradouro até a idade adulta
(DORNER & PLAGEMANN, 1994).

Essas condicbes adversas resultam na modificacdo dos padrbes de
expressdo génica decorrentes de mecanismos epigenéticos em resposta a fatores
ambientais, incluindo uma dieta inadequada durante a gestacdo e a primeira
infancia, levando a alteragbes relacionadas ao metabolismo. Com isso, ha o

aparecimento de respostas adaptativas, que sdo responsaveis pela pré-disposi¢ao a
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condicbes clinicas adversas (GOYAL et al., 2019; SUZUKI, 2018; YAN-LIN et al.,
2023).

Essas alteracfes metabdlicas e epigenéticas podem predispor o individuo a
um maior risco de desenvolver obesidade, resisténcia a insulina e outras alteracdes
metabdlicas desde a infancia até a vida adulta (YAN-LIN et al., 2023; YUNCONG et
al, 2022; KING & SKINNER, 2020). Estudos longitudinais tém mostrado que criancas
nascidas de mées obesas tém maior probabilidade de apresentar excesso de peso e
complicacbes metabodlicas ao longo da vida (CATALANO & SHANKAR, 2017;
ARMITAGE et al., 2008; MARTIN-GRONERT & OZANNE, 2012). A exposi¢ado
intrauterina a fatores obesogénicos, como a dieta materna desequilibrada e o
ambiente inflamatério, pode desencadear respostas adaptativas no feto que
persistem na vida adulta (CATALANO & SHANKAR, 2017; ZHU et al., 2019).
Estudos atuais, tém associado a exposi¢cao intrauterina a fatores adversos com o
desenvolvimento de outras doencas cronicas, como diabetes tipo 2, hipertensao,
dislipidemia e doencas cardiovasculares (BARKER et al., 2010; ALMEIDA et al.,
2017; PAREDES, CARMEN et al., 2022; JEJE et al., 2022; FALL & KUMARAN,
2019; ZHU et al., 2019).

Na literatura, esta bem estabelecido que a superalimentacdo pos-natal
precoce acarreta uma série de efeitos fisiopatologicos. Entre esses efeitos, incluem-
se hiperfagia, hiperinsulinemia, diminuicdo da tolerancia a glicose, hiperleptinemia,
hipertrigliceridemia, alteracdes cardiovasculares e modificagbes no metabolismo do
tecido adiposo, como o aumento da massa do tecido adiposo branco visceral e
comprometimento da termogénese do tecido adiposo marrom (PASSOS et al., 2004;
LILLYCROP & BURDGE, 2011; HABBOUT et al., 2012; PLAGEMANN et al., 2012;
ORNELLAS et al., 2015; XIAO et al., 2007; BERNARDO et al., 2016; XAVIER et al.,
2015; GLAVAS et al., 2010).

Alguns modelos em roedores investigam tais alteragbes nutricionais no
comeco da vida. O modelo de programacéao por reducao da ninhada foi descrito por
Plagemann e colaboradores, onde ocorre a reducdo do numero de filhotes da
ninhada no terceiro dia ap6s o nascimento, diminuindo a competitividade entre os
filhotes e aumentando a disponibilidade de leite. Ocorre também uma modificagdo
na composigado nutricional do leite materno tornando-o mais rico em triglicerideos,
conforme demonstrado por outros estudos (PLAGEMANN et al., 1992, 1999, 2010;
PASSOS et al., 2004; CUNHA et al., 2009; HABBOUT et al., 2012; LISBOA et al.,
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2015; MUNOZ-VALVERDE et al, 2015, ORNELLAS et al 2015;). Essa
superalimentacdo neonatal leva a programacédo metabdlica da prole, resultando em
um fenotipo semelhante a sindrome metabdlica desde a idade juvenil até a vida
adulta como demonstrado no esquema da figura 2 (PLAGEMANN et al.,, 2012;
HABBOUT et al., 2012). Adicionalmente, foi demonstrado que animais criados em
ninhadas pequenas apresentam um ganho de peso corporal acelerado antes do
desmame, 0 que estiq associado & modulacdo permanente da adiposidade e dos
circuitos hipotalamicos que controlam a ingestéo alimentar e o balan¢o energético na
idade adulta (PLAGEMANN et al., 1992).

Figura 2 - Diagrama esquematico representando as alteracdes da lactacdo a vida
adulta induzidas pela superalimentacdo pos-natal precoce.
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Além da obesidade, esses animais apresentam diferentes disfuncbes
hormonais, dentre elas, destaca-se a funcéo tireoidiana; foi demonstrado que ao
desmame (21 dias de idade), a prole supernutrida apresenta aumento nas
concentracdes seéricas de hormdnio tireoestimulante (TSH) e hormonios tireoidianos.
Ja aos 180 dias de vida, esses animais apresentam concentracfes normais de TSH,
mas reducdo nos niveis de T3 e T4. Esse hipertireoidismo neonatal (21 dias) pode
atuar como um fator de modulacdo, promovendo o hipotireoidismo observado na
idade adulta (RODRIGUES, et al., 2009; SOUZA, et al., 2022).

Em 2015, Lisboa e colaboradores, utilizando o modelo de superalimentacao
neonatal por reducdo do tamanho da ninhada em ratos, demonstraram que, aos 180
dias, o metabolismo e a acdo dos hormonios tireoidianos estavam alterados no eixo
hipotalamo-hipofise-tireoide, apresentando maior atividade da enzima desiodase 2
(D2) no hipotalamo, menor desiodase 1 (D1) na tireoide, sem modificar a D2 nesse
tecido (LISBOA et al., 2015; SOUZA et al., 2022).

Foi observada também reducdo na termogénese promovida pelo tecido
adiposo marrom (TAM), um alvo dos hormonios tireoidianos, a qual foi associada a
niveis mais baixos de proteina desacopladora 1 (UCP1) e a expressao reduzida do
receptor simpatico beta 3-adrenérgico (XIAO et al., 2007; LISBOA et al., 2015).

Funcéo Tireoidiana

Hormoénios Tireoidianos

Os hormonios tireoidianos (HTSs), trilodotironina (T3) e tiroxina (T4) (Figura3),
sdo produzidos pela glandula tireoide e desempenham um papel crucial na
regulacdo funcional de diversos tecidos e 6rgdos do corpo humano, incluindo o
coracdao, figado, cérebro, musculos esqueléticos, pancreas e tecido adiposo (VOLKE
& KRAUSE, 2021; WALCZAK & SIEMINSKA, 2021). Ligando-se a receptores
nucleares especificos e regulando a expressdo de genes especificos, exercem
controle sobre uma ampla gama de processos fisiolégicos, como o equilibrio
energético, o apetite, a taxa metabdlica basal, a termogénese, o metabolismo da
glicose e 0 metabolismo lipidico. Assim, desempenham um papel fundamental na

manutencdo da homeostase, garantindo que as funcdes metabdlicas sejam
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reguladas e coordenadas (WALCZAK & SIEMINSKA, 2021; BRENT, 2012,
FRANKLYN et al., 2012; CARVALHO & DUPUY, 2017). Além disso, 0os HTs
desempenham um papel importante na fungdo cardiovascular, influenciando a
contratilidade cardiaca, a frequéncia cardiaca e a pressao arterial (LAZARUS et al.,
2014; BRIENZA et al., 2013). Eles também s&o essenciais para o desenvolvimento e
a funcdo adequada do sistema nervoso central, sendo essencial para maturacéo
neuronal, mielinizacdo e a fungcdo cognitiva (BERNAL, 2007; FRANKLYN et al.,
2012).

Figura 3 — Estrutura dos hormonios tireoidianos T3 e T4

: [ [ r
NH, NH,
I E
HDO OQCHZ?H HO 0 CHz(ltH
| COOH : COOH

3,3'5-Triiodo-L-Thyronine Thyroxine
(T3) (Tq)

Fonte: Adaptado de Yen, 2001.

O processo de producdo dos HTs no foliculo da tireoide envolve a captacéo
ativa de iodeto, o direcionamento e transporte do iodo para o interior do foliculo, a
oxidacdo do iodeto, a formacdo de iodotirosinas através da iodacdo de residuos
tirosil na molécula de tireoglobulina e o acoplamento oxidativo de duas iodotirosinas,
resultando em iodotironinas que permanecem ligadas a tireoglobulina (AIRES, 2019;
SILVERTHORN, 2017).

A biossintese dos HTs € regulada por um processo de retro-alimentacao
homeostéatico envolvendo o eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide demonstrado na figura
4. O horménio liberador da tireotrofina (TRH), € um peptideo que é sintetizado no
nacleo paraventricular do hipotalamo. Apds sua sintese, o TRH é transportado ao
longo de axdnios até alcancar a eminéncia mediana e, em seguida, a hipdéfise
anterior, por meio do sistema porta-hipofisario. Nos tireotrofos hipofisarios, que sao
uma subpopulacéao de células da hipoéfise responsivos ao TRH, este se liga aos seus

receptores especificos estimulando a secrecdo de horménio hipofisario estimulador
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da tireoide (TSH), o qual age sobre a tireoide estimulando a sintese e secre¢cédo dos
HTs (YEN, 2001; GRANNER, 2014; ORTIGA-CARVALHO, 2016; AIRES, 2019).

Tanto o TRH quanto o TSH sé&o regulados pelos HTs. Um mecanismo
importante para essa regulacdo negativa dos HTs sobre o TRH e o TSH € a
conversao intracelular de T4 em T3 no hipotalamo e na hipofise por meio da acéo da
enzima desiodase 2 (D2). Além disso, a somatostatina e a dopamina, hormonios
produzidos pelo hipotdlamo, também tém a capacidade de inibir a secrecao de TSH
(AIRES,2019; ORTIGA-CARVALHO, 2016).

Figura 4 — Eixo Hipotalamo — Hipdfise — Tireoide
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Em resumo, hipotalamo secreta TRH, que estimula a hipdfise a liberar o TSH,
0 qual atua diretamente sobre a tireoide, estimulando a sintese e secrecao do T4 e
T3. Os horménios liberados pela tireoide, por sua vez, atuam sobre a hipofise o e
hipotdlamo através de um mecanismo de retroalimentacdo negativo, inibindo a
liberacdo do TRH e do TSH (BRENT, 2012; LAZARUS et al., 2014; ORTIGA-
CARVALHO, 2016; WALCZAK & SIEMINSKA, 2021; FRANKLYN et al., 2012).

Biossintese e Mecanismo de agao

O processo de biossintese dos HTs ocorre nas células foliculares da tireoide
conforme esquematizado na figura 5. A tireoide realiza a concentracdo do iodeto
inorganico presente na circulacdo através de um processo ativo que requer energia.
Esse processo de captacado € mediado pela proteina NIS (simportador de iodeto e
s6dio), que se encontra tanto na superficie basal como na basolateral das células
foliculares. A proteina NIS permite a entrada de iodeto extracelular contra um
gradiente eletroquimico negativo. Uma vez dentro da célula folicular, o iodeto se
difunde em direcao ao topo da célula e alcanca o Iimen folicular por meio de um
canal de anions chamado pendrina (PDS) (MULLUR et al., 2014; AIRES, 2019).

Em seguida, o iodeto é oxidado pela tireoperoxidase (TPO), uma enzima
presente na membrana apical das células foliculares, com sua regido catalitica
voltada para o lumen folicular. Esse processo é dependente de perdxido de
hidrogénio (H202) como doador de oxigénio. O H202 é produzido pela enzima dual
oxidase (DUOX), também localizada na membrana apical, que possui atividade de
NADPH oxidase (AIRES, 2019; GARCIA-SOLIS et al., 2018; CARVALHO & DUPUY,
2017; MULLUR, 2014).

O iodo oxidado é, entdo, adicionado aos residuos de tirosina na molécula de
tireoglobulina (TG) através de uma reacgéo catalisada pela TPO, etapa denominada
organificacdo. A TG € uma molécula grande, com um peso molecular de 660 kDa,
apresentando o aminoacido essencial para a sintese dos HTs, a tirosina. Na tireoide
saudavel, a maior parte da TG esta presente como uma proteina soltvel no interior
do coloide. Quando uma molécula de iodo se liga a tirosina, é gerada uma
monoiodotirosina (MIT); quando duas moléculas de iodo se ligam, temos a di-
iodotirosina (DIT) (AIRES, 2019; GARCIA-SOLIS et al.,, 2018; CARVALHO &
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DUPUY, 2017; GRANNER, 2014). Ainda ligadas a tireoglobulina, algumas das
iodotirosinas (MIT e DIT) se unem e geram as iodotironinas. A unido de MIT com DIT
resulta em dois tipos de iodotironinas: a tri-iodotironina (ou T3) e a tri-iodotironina
reversa (ou T3 reversa ou rT3), que diferem em termos da posicdo da iodacéo,
enquanto a unido de duas DIT resulta na formacdo de tiroxina (T4, ou
tetraiodotironina). O homodimero de TG contém 132 tirosinas, mas nem todas
sofrem iodacdo e unido. Apenas 1/3 é iodado, formando MIT, DIT, T3, T4 ou rT3.
Apenas trés ou quatro moléculas de tiroxina sdo produzidas por uma Unica
tireoglobulina, e em condi¢des normais a tireoide produz mais T4 do que T3 (AIRES,
2019; GARCIA-SOLIS et al., 2018; CARVALHO & DUPUY, 2017; GRANNER, 2014).

A TG deve ser hidrolisada para liberar T4 e T3 no interior da célula folicular.
Para isso, ha reabsorcdo do coloide para o interior da célula folicular através da
formacdo de vesiculas endociticas que se fundem com os lisossomos, compondo
endossomos ou fagossomos com funcao proteolitica, culminando na digestdo da TG
e desprendimento das moléculas de MIT, DIT, rT3, T3 e T4 (AIRES, 2019;
SILVERTHORN, 2017).

T4 e T3 livres deixam a célula folicular através do transportador de membrana
MCT8 (transcrito do gene SLC16A2), localizado na membrana plasmatica do polo
basal, préximo a rede capilar do estroma interfolicular. A glandula tireoide de um
adulto normal libera cerca de 100 ug de T4/dia e 10 pg de T3/dia na circulagado
sanguinea (AIRES, 2019; SILVERTHORN, 2017).
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Figura 5 - Esquema geral da sintese e secrecdo dos HTs em uma célula

folicular tireoidiana.

. t

Fonte: Aires, 2019.

O principal produto de secrecao da glandula tiréide é o T4, embora o T3 seja
a forma biologicamente ativa. O T4 € considerado um pré-horménio que precisa ser
convertido em T3, através da retirada do iodo na posicdo 5 do anel fendlico ou
desiodacdo do anel externo. Esta conversdo é catalisada pelas desiodases de
iodotironinas do tipo 1 (D1) e 2 (D2) (GARCIA-SOLIS et al., 2018; BIANCO et al.,
2002; GRANNER, 2014). A D1 é encontrada em tecidos periféricos, como figado e
rim, e é responsavel pela conversao da maior parte do T4 para T3 para a circulacgéo.
A D2 é encontrada no cérebro, hipéfise e TAM e converte principalmente T4 para T3
para uso intracelular (YEN, 2001; AIRES, 2019).

A inativacdo do HT também depende em grande parte de desiodacao,
entretanto, na inativacdo, o iodo da posicdo 5 do anel tirosil € removido, reagao
chamada de desiodacdo do anel interno. Desta forma, tanto o pr6-hormoénio (T4)
quanto o horménio (T3) s&o inativados, resultando em 3, 5’, 3’- triiodotironina (rT3) e
3, 3’- diiodotironina (T2), respectivamente. Esta reacdo € catalisada pelo terceiro
membro da familia de desiodases, a desiodase do tipo 3 (D3) e em menor propor¢ao
pela D1 (BIANCO et al., 2002; GRANNER, 2014).
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Os HTs atuam através de receptores nucleares (TRs), que sao fatores de
transcricdo dependentes de ligantes codificados por dois genes diferentes em
mamiferos, TRa e TRB. A isoforma codificada pelo gene TRa é predominantemente
expressa em tecidos como musculo esquelético, coracdo e TAM, enquanto a
isoforma TRB é predominante em tecidos como figado, cérebro, rim, ventriculos
cardiacos, hipofise e hipotalamo (SONG et al., 2011; BERNAL, 2007; BRTKO, 2021;
MULLUR et al., 2014; TEDESCHI et al., 2021).

O T3 se liga aos elementos responsivos a hormonios tireoideanos (TRES)
localizados nas regibes promotoras dos genes-alvo e atua como um fator de
transcricdo. Dessa forma, os HTs tém a capacidade de regular diretamente a
atividade da maquinaria de transcricdo do DNA para RNA mensageiro (MRNA). Essa
ligacdo pode resultar na ativacdo ou repressao da transcricdo dos genes-alvo,
dependendo do gene e do contexto celular especifico. Essa regulacdo precisa e
complexa da expressdo génica pelos HTs desempenha um papel fundamental na
modulacdo de varios processos fisioldgicos, incluindo o metabolismo energético e o
desenvolvimento adequado dos tecidos e o6rgdos (YEN, 2001; BRTKO, 2021;
GRANNER, 2014; TEDESCHI et al., 2021; AIRES, 2019).

Hormoénios Tireoidianos e Obesidade

A interacdo entre os HTs e obesidade é um campo de estudo complexo e
ainda em investigacdo. Estudos tém demonstrado uma associagdo entre distarbios
da tireoide, como hipotireoidismo, e o desenvolvimento da obesidade (ASVOLD et
al., 2009; REINEHR, 2010; GARCIA-SOLIS et al, 2018).

Os hormaonios tireoidianos desempenham um papel crucial no metabolismo
energeético do organismo, regulando a taxa de metabolismo basal e a utilizagéo de
energia pelos tecidos (BIANCO et al., 2005; BRENTA et al., 2010; GARCIA-SOLIS et
al, 2018). A deficiéncia dos horménios tireoidianos, como no caso do
hipotireoidismo, pode levar a uma diminuicdo do metabolismo basal, resultando em
menor gasto energético e potencial acumulo de peso (BIANCO et al.,, 2005;
BRENTA et al., 2010; WALCZAK & SIEMINSKA, 2021).



29

O exemplo mais claro de gasto energético dependente do hormoénio
tireoidiano esta relacionado a termogénese adaptativa. A termogénese adaptativa é
caracterizada por um desacoplamento da fosforilagdo oxidativa no TAM, que é
dependente do T3 gerado localmente. Em pequenos mamiferos, a estimulagéo
simpatica adrenérgica do TAM induz a acéo da proteina desacopladora-1 (UCP-1). A
UCP-1 € uma proteina que desacopla o gradiente de protons mitocondrial da
producdo de ATP promovendo a geracéo de calor (YAU & YEN, 2020; SENTIS et
al., 2021). Um elemento critico nessa via é a D2, que aumenta a producdo
intracelular local de T3 a partir de T4, a tal ponto que a saturacdo do receptor do
horménio tireoidiano aumenta de 70% para quase 100% apés a exposicdo ao frio
(BIANCO, 2002; SENTIS et al., 2021).

No tecido adiposo branco (TAB), o T3 estimula a diferenciacéo dos adipdcitos,
a atividade da lipase hormonio sensivel (LHS), a sensibilidade a insulina e o
transporte de glicose; estimula ainda a termogénese, através da expressao de UCP1
e a expressdo de fatores lipoliticos, como o receptor 33 adrenérgico (YAU & YEN,
2020; SENTIS et al., 2021; OBREGON, 2014), e lipogénicos como a acetil coA
carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS) e a glicose 6 fosfato desidrogenase
(YEN et al..,, 2001; OBREGON, 2008), além da expressao génica de PPARYy,
induzindo a adipogénese (OBREGON, 2014).

Além disso, os HTs também estdo envolvidos na regulagdo do metabolismo
dos macronutrientes, como carboidratos e lipidios. O T3 é conhecido por estimular a
degradacédo de gorduras e inibir a sintese de colesterol, e pode afetar a captacdo e o
metabolismo dos carboidratos (BIANCO et al., 2005; BRENTA et al., 2010;
WALCZAK & SIEMINSKA, 2021).

O TR é essencial para a regulacdo da salude metabdlica, principalmente por
meio da manutencdo do metabolismo de lipidios e carboidratos, pressao arterial e
massa muscular. As isoformas do receptor (a, B1, B2) desempenham papéis
distintos na saude metabdlica. O TRa regula principalmente a termogénese,
enquanto o TRp regula principalmente o metabolismo do colesterol e a lipogénese, e
Varios genes e enzimas essenciais para a proliferacdo de pré-adipocitos e
diferenciagéo de adipdcitos, diretamente ou via PPARy (OBREGON, 2014).

No metabolismo glicidico, atuam estimulando a rapida captacdo de glicose

pelas células, aumento da glicélise, aumento da gliconeogénese, maior absorcao de
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glicose pelo trato gastrintestinal e aumento da secrecao de insulina (MULLUR et al.,
2014).

Alteracbes na funcéo tireoidiana estdo relacionadas a alteracbes no peso
corporal, na fome/saciedade, no gasto energético e na sensibilidade a insulina. No
hipertireoidismo, os pacientes geralmente apresentam perda de peso, apesar do
aumento do apetite, e 0 excesso de HTs também pode levar a resisténcia a insulina.
Por outro lado, no hipotireoidismo, os pacientes tendem a ganhar peso e podem
desenvolver resisténcia a insulina (REINEHR, 2010; PEPPA et al., 2010). Além
disso, no hipotireoidismo, ha um aumento nos niveis séricos de colesterol total,
lipoproteina de baixa densidade (LDL), apolipoproteina B e lipoproteinas, bem como
um aumento nos niveis de triglicerideos, alterac6es conhecidas como dislipidemia
(TREISTER-GOLTZMAN, 2021; DUNTAS & BRENTA, 2012).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado uma associacao entre niveis alterados
de HTs, como baixos niveis de T3 e elevados niveis de TSH, e o aumento do indice
de massa corporal (IMC) e da gordura corporal (ASVOLD et al., 2009; KNUDSEN et
al., 2005; WALCZAK & SIEMINSKA, 2021). Um estudo demonstrou que a funcao
tireoidiana parece estar reversivelmente relacionada ao status de peso com aumento
das concentracfes de TSH e T3 livre na obesidade. Ha dados que demonstram que
as alteracdes dos HTs na obesidade sugerem um processo de adaptacdo. Uma vez
que a rapida perda de peso esta associada a uma diminuicdo de TSH e T3, como
consequéncia ha uma diminuicdo do gasto energético de repouso, o que pode
contribuir para as dificuldades em se manter a perda de peso (REINEHR et al.,
2008).

Citrus Aurantium

O Citrus aurantium, pertencente ao género Citrus (Rutaceae), € uma arvore
frutifera de origem oriental com tamanho médio, que pode atingir de 5 a 10 metros
de altura. Suas folhas séo ovais, coridceas e verde-escuras, com uma caracteristica
odorifera citrica quando esmagadas. As flores sdo brancas, aromaticas e solitarias,
geralmente florescem na primavera e sao utilizadas popularmente como um sedativo
leve. Os frutos do Citrus aurantium s&o globosos, com casca rugosa e cores

alaranjadas quando maduros. Eles sao geralmente amargos, dai 0 nome comum da
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planta, laranja-amarga, laranja-azeda ou laranja-de-sevilha (Figura 6) (ARBO, 2008;
FUGH-BERMAN & MYERS, 2004; DE OLIVEIRA, 2017; SUNTAR et al., 2018).

Figura 6 - llustragédo taxondmica de Citrus aurantium.

Fonte: Acervo Koéeler's Medizinal Planzen

Uma analise quimica dos componentes do Citrus aurantium revela a presenca
de diversos compostos ativos. Os frutos contém flavonoides, como hesperidina e
neohesperidina, que sdo antioxidantes naturais. Além disso, sdo ricos em Oleos
essenciais, compostos principalmente como limoneno, linalol e geraniol, que
conferem o aroma caracteristico. As flores também contém Oleos essenciais,
incluindo geraniol, linalol e nerol. A casca do fruto é rica em sinefrina, um alcaloide
adrenérgico que tem despertado interesse na pesquisa cientifica (SUNTAR et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2017).

As folhas, raizes, frutos, cascas e flores dessa espécie tém sido relatadas na
medicina tradicional para o tratamento de tosse, bronquite, dor de ouvido, dor de
estbmago, vomito, hipotensdo, disenteria, diarreia, dor abdominal e febre
(SURYAWANSHI, 2011; KARTHIKEYAN, 2014; PERIYANAYAGAM et al., 2013). A

planta também é amplamente utilizada na medicina popular como antiescorbutico,
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antiespasmaodico, anti-hemorragico, colagogo, cosmeético, digestivo, febrifugo,
hipnético, sedativo, tbnico e vermifugo (CARVALHO-FREITAS & COSTA, 2002;
FUGH-BERMAN & MYERS, 2004; OLIVEIRA et al., 2017).

E notdria a busca por solugdes promissoras para auxiliar no controle da
obesidade e de suas disfuncdes. Uma das alternativas eficazes seria a utilizacdo de
plantas medicinais ou de metabolitos secundarios produzidos por elas, podendo
gerar efeitos antiobesidade eficazes e com menos efeitos adversos. Nesse contexto,
estudos tém destacado o potencial do Citrus aurantium como um fitoterapico que
pode auxiliar na perda de peso (VERPEUT et al., 2013; HAAZ et al., 2006; PARK et
al., 2019; OLIVEIRA et al., 2017).

Pesquisas apontam que o extrato da casca do fruto imaturo de Citrus
aurantium contém aminas adrenérgicas, como a sinefrina sendo o principal principio
ativo, a octopamina e a tiramina, que possuem efeito simpatomimético. Essas
aminas atuam nos receptores adrenérgicos alfa e beta, estimulando a lipdlise,
aumentando a taxa metabdlica basal e promovendo a oxidacdo de gordura através
do incremento da termogénese (FUGH-BERMAN & MYERS, 2004; OLIVEIRA et al.,
2017; SUNTAR et al., 2018; PARK et al., 2019).

A sinefrina, € um alcaloide que, isoladamente, vem sendo usado como um
alternativo a efedrina, que ganhou popularidade no tratamento da obesidade e
encontra-se presente na formulacdo de diversas preparagbes disponiveis
comercialmente. Esse aumento no uso da sinefrina isolada se deu apés a proibicéo
do uso de efedrina em suplementos alimentares, em 2004. O 6rgdo governamental
americano Food and Drug Administration (FDA) proibiu o uso da efedrina devido a
associacado clinica com problemas cardiacos e o sistema nervoso central. J& a
sinefrina, apesar de sua similaridade estrutural com a efedrina e seus supostos
efeitos lipoliticos que ocorrem via adrenoreceptores (3, parece nao causar tais
efeitos adversos (FUGH-BERMAN et al., 2004; PEIXOTO et al., 2012; SUNTAR et
al., 2018). (Figura 7)
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Figura 7 - Comparacao da estrutura quimica da p-sinefrina e efedrina.
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Legenda: para- sinefrina (p-sinefrina).
Fonte: adaptado de ARBO et al., 2008.

Em estudo anterior do nosso grupo utilizando o mesmo modelo de
programacao e o tratamento, os animais superalimentados tratados com Citrus
aurantium contendo 6% de sinefrina apresentaram reducdo da massa de gordura
total e visceral, apesar de nado reverterem completamente o ganho de peso
associado a superalimentacdo. Esse mesmo estudo também obteve como resultado
uma diminuicdo do peso do TAM com reversdo do branqueamento neste tecido
somado ao aumento na expressao génica de UCP1 e maior funcdo mitocondrial,
sem alteracdes na pressao arterial sistolica, presséo arterial diastolica ou frequéncia
cardiaca. Também foi observado uma diminuicdo no peso do TAB, normalizacédo da
hipertrofia do adip6cito e um aparente amarronamento do depdésito subcutaneo de
gordura (dados em analise). Além disso, houve normalizacdo dos niveis de leptina,
que, conhecidamente, também tem um efeito sobre a funcdo tireoidiana
(GUIMARAES, 2020).

Fitoterapicos e funcéo tireoidiana

Alguns produtos naturais utilizados para controle de peso corporal
apresentam acgdo sobre a funcao tireoidiana j& demonstrada. Em um estudo, com
ratos adultos machos, tratados com extrato aquoso de canela (Cinnamomum spp.),
foi demonstrado que o tratamento resulta em reducédo da concentracdo sérica de T3
e promove altera¢cdes importantes nos ventriculos cardiacos em associacdo com

diminuicdo da sinalizacdo local dos HTs. Além disso, o extrato de canela reduziu a
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atividade hepatica da enzima glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (GPDm),
podendo afetar o metabolismo da glicose (GAIQUE et al., 2016).

A piperina derivada do Piper nigrum (pimenta-do-reino), administrada via oral
por 15 dias em camundongos machos adultos, reduziu a atividade da D1 hepética e
0S niveis séricos de T3 e T4 tanto em altas quanto baixas doses da substancia.
Estudos sugerem que a piperina tem um efeito supressor direto sobre a tireoide em
doses mais altas, mas em doses mais baixas, inibe diretamente o metabolismo
periférico dos HTs mediado pela D1 no figado (PANDA & KAR, 2003a; 2003b;
OLIVEIRA, 2019).

O resveratrol é um polifenol encontrado em alimentos como uvas, frutas
vermelhas e amendoim, bem como no vinho tinto, e utilizado em suplementos para
emagrecimento. Sua administracdo em ratos machos adultos por 14 dias reduziu a
expressdo da proteina NIS, reduzindo a captacédo de iodo pela tireoide, sem efeitos
significativos no crescimento da tireoide ou nas concentracdes de TSH e HTs
(GIULIANI et al., 2014). Em outro estudo, o tratamento de ratos machos adultos
com resveratrol por 60 dias promoveu aumento da massa tireoidiana e maiores
niveis séricos de TSH, sem alterar a concentracdo sérica de HTs, e as analises
histolégicas mostraram aumento do numero de foliculos, com menores
concentracfes de tireoglobulina no coloide (GIULIANI et al., 2017). Esses dados
sugerem que o resveratrol provoca um efeito inibidor da funcéo tireoidiana direto e
um leve efeito bociogénico quando administrado por um longo periodo.

A sintese normal do HT requer iodeto e, nesse sentido, a alga marinha rica
em iodo, Fucus vesiculosus, vem sendo utilizada na medicina alternativa para
emagrecimento e como fonte de iodo. Estudos demonstram que o extrato da alga
tem acéo sobre a funcao tireoidiana e um destes estudos demonstrou aumento do
nivel sérico de T3, reducdo de T4 e TSH, além de alteracBes histologicas na
glandula que sugerem hiperatividade (HAMEED et al., 2014).

Salsdo ou aipo (Apium graveolens) é uma erva da familia das Apiaceae e
uma boa fonte de vitamina C, riboflavina, vitamina B6, acido pantoténico, beta-
caroteno e manganés. Além disso, apresenta atividades antiinflamatérias e
antioxidantes e vem sendo usado por seus efeitos anti-hipertensivos, diuréticos,
antifingicos, antiobesidade, anticonvulsivantes, anticancerigenos e hepatoprotetores
(MONICA & DIANA, 2021). Relatos de casos demonstram que o consumo do extrato

de aipo em pé para perda de peso levou a um quadro de hipertireoidismo, que é
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reversivel apds a interrupcdo do seu uso (MALJAEI et al.,, 2019; ROUHI-
BOROUJENI et al., 2016). Outro estudo realizado em ratos Wistar machos mostrou
que o tratamento com extrato de aipo diminui 0s niveis séricos de T3 e T4 e
aumenta o TSH (KOOTI et al., 2014).

Outro estudo aponta efeitos do uso de trés plantas sobre a funcéo tireoidiana,
a Bacopa monnieri, Aegle marmelos e Aloe vera. Foi evidenciado que a Bacopa
monnieri apresentou efeito estimulador a nivel glandular, estimulando a
sintese/secrecdo de T4. Enquanto a Aegle marmelos e a Aloe vera apresentaram
efeitos inibitérios e reduziram os niveis séricos de T3 e T4, tendo Aegle m. maior
potencial inibitério podendo ser comparada ao efeito do medicamento Propiltiouracil
(KAR et al., 2002).

Sendo assim, a utilizacdo de fitoterapicos pode gerar alteracfes significativas
na funcéo tireoidiana. Nosso grupo demonstrou, recentemente que o tratamento com
Citrus aurantium promove um aumento significativo nos niveis de HTs circulantes, se
fazendo necessério entender melhor os impactos do uso do Citrus sobre a funcéo

tireoidiana e seu impacto sobre o coracgao.
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1. OBJETIVO

1.1. Objetivo geral

Avaliar o metabolismo tireoidiano em camundongos adolescentes obesos,
programados pela reducdo do tamanho da ninhada, tratados com Citrus Auratium L

ou sinefrina.

1.2. Objetivos especificos

Avaliar em camundongos adolescentes obesos, programados pela reducéo
do tamanho da ninhada, o efeito do C. aurantium e da sinefrina sobre:
a) Massa corporal;
b) Composicao corporal;
c) Presséo arterial e frequéncia cardiaca;
d) Concentracdes séricas de T3 e T4;
e) Expressao do receptor TRB no figado;
f) Expressao do receptor TRa no TAM e coracéo;
g) Expressao da desiodase tipo 2 e do receptor B3 adrenérgico no
TAM e coracao;
h) Expresséo da desiodase tipo 1 no figado;
i) Expressdo da GPDm hepatica;

j) Expresséao das cadeias pesadas de miosina a € 3 no coracgao;
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Modelo experimental

O desenho experimental foi submetido & Comiss&o de Etica para o Cuidado e
Uso de Animais Experimentais da UERJ (CEUA) com o registro CEUA/014/2023
(Anexo A). Camundongos suicos do sexo masculino e fémeas nuliparas, com 3
meses de idade, provenientes do biotério do Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo e
do Desenvolvimento, foram acasalados na proporcao de 2 fémeas para 1 macho. As
fémeas prenhes foram alojadas individualmente em gaiolas, seguindo o ciclo
claro/escuro de 12 horas e temperatura ambiente controlada de 25+1°C. Elas
receberam &gua e racdo comercial padrdo ad libitum. Apds o nascimento, as
ninhadas foram ajustadas para conter 9 filhotes por lactante (Figura 8).

Trés dias apos o nascimento, os camundongos foram divididos em 2 grupos,
sendo eles: o grupo superalimentado (SL), o qual foi submetido a redugcdo do
tamanho da ninhada para 3 filhotes/mé@e afim de induzir a programacgao por
superalimentacdo pds-natal precoce; e o grupo controle (NL) que permaneceu com 9
filhotes/mée até o desmame (PND21).

No 21° dia de vida (desmame), as proles do grupo SL foram subdivididas em
grupos com oito camundongos cada, conforme detalhado abaixo e resumido na

Tabela 2. O grupo NL se manteve apenas um e foi tratado com veiculo (agua) (NL).

- Grupo SL subdividiu-se em:

a) Grupo superalimentado tratado com veiculo (aAgua) (SL);

b) Grupo superalimentado tratado com C. aurantium padronizado em 6%
de sinefrina (SL-CA6%);

c) Grupo superalimentado tratado com C. aurantium padronizado em 30%
de sinefrina (SL-CA30%);

d) Grupo superalimentado tratado com sinefrina isolada (SL-Syn).
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Tabela 2 - Subdivisdes dos grupos SL e NL apos 21 dias de vida

Nome do grupo Sigla do
grupo
Superalimentado tratado com veiculo (agua destilada) SL
Superalimentado tratado com C aurantium padronizado SL-CA6%
em 6% de sinefrina
Superalimentado tratado com C aurantium padronizado SL-CA30%
em 30% de sinefrina
Superalimentado tratado com sinefrina isolada SL-Syn
Controle tratado com veiculo (agua destilada) NL

Fonte: A autora, 2023.

Para o desenvolvimento do modelo, utilizamos apenas camundongos suicos
do sexo masculino para todos os grupos. O tratamento ocorreu do 30 ° até 49 ° dia
de vida, contabilizando 19 dias de tratamento. Os animais receberam as doses de C.
aurantium e Sinefrina descritas na Tabela 3 por meio de gavagem intragastrica.
Esse modelo traz a oportunidade de estudo da fase critica da adolescéncia pois

promove uma obesidade precoce e que persiste até a idade adulta.

Tabela 3 - Tratamentos administrados por via oral (gavagem) com suas respectivas
doses

Tratamento Dose
C. aurantium padronizado em 6% de sinefrina 25 mg/ kg de peso/dia
C. aurantium padronizado em 30% de sinefrina 5 mg/kg de peso/dia
Sinefrina isolada 1,5 mg/kg de peso/dia

Legenda: miligrama (mg); quilograma (kg).
Fonte: A autora, 2023

Com o objetivo de estabelecer a dose de 1,5 mg/kg de peso/dia de sinefrina
em ambos os tratamentos, os grupos Citrus aurantium L. padronizado em sinefrina
(6% e 30%) tiveram suas doses do extrato ajustadas. Com isso, apesar do

tratamento ter sido realizado com doses diferentes de extrato de Citrus aurantium L.,
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ambos apresentam a mesma quantidade de sinefrina (1,5 mg/kg de peso/dia), que é

0 principio ativo de interesse no presente estudo.

Figura 8 — Desenho experimental
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Legenda: animais machos (&); grupo superalimentado (SL); grupo superalimentado tratado com C.
aurantium padronizado em 6% de sinefrina (SL-CA6%); grupo superalimentado tratado com C.
aurantium padronizado em 30% de sinefrina (SL-CA30%); grupo superalimentado tratado com
sinefrina isolada (SL-Syn); grupo controle (NL).

Fonte: A autora, 2023

As doses utilizadas de C. aurantium e sinefrina utilizadas no tratamento foram
embasadas nas descricbes de Deshmukh et al. (2017), que estabeleceram uma
relacdo entre a dose em seres humanos e a dose em ratos. Segundo o estudo, 100

mg/dia de sinefrina em um individuo humano com peso corporal de 70 kg equivale a



40

aproximadamente 9 mg de sinefrina/kg de peso/dia em ratos. Portanto, a dose
equivalente para humanos do extrato de C. aurantium, padronizado em 50% de
sinefrina, é de 18 mg/kg de peso/dia para ratos, servindo como base para o calculo
das doses utilizadas no presente estudo.

Aos 50 dias de vida, apos jejum de 6h (07:00-12:00h), os animais foram
anestesiados com avertin (2,2,2 — Tribromoethanol, 2-methyl-2-butanol — 0,02ml/g
de peso) e eutanasiados por puncdo cardiaca. O soro e tecidos foram coletados,
pesados em balanca digital (Adventurer-Ohaus) e armazenados em freezer -80°C

e/ou -20°C para analises posteriores.

2.2. Obtencéo do Citrus aurantium L. e da sinefrina isolada

O extrato seco de C. aurantium padronizado em 6% de sinefrina e C.
aurantium padronizado em 30% de sinefrina foram adquiridos da Farmacia de
Manipulacdo Caminhod com procedéncia da China, lote e nimero 206171201 e
HK18050201, respectivamente. Os certificados de analise dos extratos encontram-
se em anexo (Anexo B e Anexo C). A sinefrina isolada foi adquirida da marca Sigma
Aldrich com lote 99889861 e referéncia do produto PHL89386 — 100mg.

2.3. Avaliagcdo da massa corporal

Durante o periodo da lactacdo (até os 21 dias de vida), os animais foram
pesados diariamente. Apés o desmame, 0s animais foram pesados a cada 3 dias em
mini balanca digital (Professional digital tablescale MOD 1200).

2.4. Avaliacao da composicéo corporal

Para analise da composicao corporal utilizamos o método de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) com corpo inteiro (Minispec LF90 TD-NMR, Bruker,
Rheinstetten, Alemanha) no periodo pré-tratamento (antes dos 30 dias de vida) e
pos-tratamento (apos os 49 dias de vida) para avaliagdo da massa adiposa total. Os
animais nao anestesiados foram colocados em um cilindro de plastico transparente e

mantidos iméveis devido a insercdo de um émbolo bem apertado no cilindro. Logo
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apos, o cilindro com o animal foi inserido na camara da RMN, permanecendo
durante o exame por aproximadamente 2 minutos. Os dados foram expressos em

gramas (g) de massa adiposa.

2.5. Avaliacao da pressao arterial e frequéncia cardiaca

Durante o tratamento, avaliamos a presséo arterial sistélica, pressdo arterial
diastélica e frequéncia cardiaca por método néo invasivo (Tail-cuff plethysmograph-
LE5001 Panlab, Barcelona, Spain). Os animais foram aclimatados por 2 dias. Ao
final do periodo de aclimatacdo, os animais foram submetidos novamente ao
procedimento. As medicdes desses 3 dias foram registradas e calculadas suas

médias.
2.6. Avaliacdo da expressdo de RNAm

Para avaliagdo da expressdo de RNAm foram realizadas as etapas de
extracdo de RNA total, sintese do DNA complementar (cDNA) e reacdo de

polimerizacdo em cadeia em tempo real (RT-PCR) descritas a seguir.

2.6.1. Extracdo de RNA total

Para a extracdo de RNA foi utilizado o kit RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit
(Qiagen). Sendo utilizado o protocolo e o0s reagentes fornecidos pelo Kit.
Inicialmente, as amostras com aproximadamente 30 mg foram homogeneizadas com
300 ul de Tampéo RLT utilizando microesferas (beads) e o equipamento disruptor de
células e tecidos L-BEADER. Ap6s a homogeneizacao, foram adicionados 590 pl de
agua livre de RNase, em seguida, foram adicionados 10 pl de solucdo de proteinase
K e misturados bem por pipetagem, depois os homogenatos foram incubados a 55°C
por 10 min e centrifugados a 15-25°C por 3 min a 10.000 rcf. Apos isso, foi pipetado
800 pl do sobrenadante para um novo tubo de microcentrifuga de 2 ml e adicionado
0,5 volumes, 400 pl de etanol (96-100%) ao lisado limpo e misturado bem por
pipetagem. Posteriormente, foi transferido 700 pl da amostra para uma coluna
giratoria RNeasy Mini colocada em um tubo de coleta de 2 ml e foi centrifugada a

15-25°C por 15 s a 28000 rcf, depois o fluxo foi descartado, em seguida, essa etapa



42

foi repetida utilizando o resto da amostra e novamente fluxo foi descartado. Apos
isso, foi adicionado 350 pl de Buffer RW1 a coluna de rotacdo RNeasyMini e
centrifugada a 15-25°C por 30 s a 28000 rcf para lavar a membrana, depois o fluxo
foi descartado. Entéo, foi misturado 10 pl de solugéo estoque de DNase com 70 ul
de tampéao Buffer RDD e foi adicionado a membrana RNeasy e incubado por 15 min
a 20-30°C. Posteriormente, foi adicionado 350 pl de Buffer RW1 a coluna de rotacéo
RNeasy Mini e centrifugado por 15 s a 28000 rcf a 15-25°C, depois o fluxo foi
descartado. Posteriormente, foi adicionado 500 ul de Buffer RPE a coluna de rotagéo
RNeasy Mini e centrifugado a 15-25°C por 15 s a 28000 rcf para lavar a membrana,
depois o fluxo foi descartado novamente. Entéo, foi adicionado 500 pl de Buffer RPE
a coluna de rotacdo RNeasy Mini e centrifugado a 15-25°C por 2 min a 28000 xg
para lavar a membrana, depois o fluxo foi descartado e a coluna de rotagdo RNeasy
Mini foi centrifugado novamente a 15-25°C por 1 min a 28000 rcf. Apds a
centrifugacéo, foi colocado a coluna RNeasy Mini spin em um novo tubo de coleta de
2 ml e adicionado 40 pl de agua livre de RNase diretamente a membrana da coluna
RNeasy Mini, e depois, foi centrifugado por 2 min a 28000 rcf a 15-25°C.

Para a analise da integridade do RNA extraido, todas as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 2% (contendo 1,5 pl de Gel
RedBiotium), permitindo a visualizacdo das subunidades 28 S e 18 S do RNA em luz
ultravioleta (U.V).

A quantificacdo de RNA extraido das amostras foi realizado com auxilio
espectrofotometro (NonoVue Plus) que forneceu as razbes de absorbancias 260/280
nm, que indicam contaminac&o por acidos nucleicos e proteinas, e as absorbancias
de 260/230 nm, que indicam contaminagdo por sais e solventes. As amostras de
RNA foram consideradas puras (livres de contaminacdo) quando a razdo da
absorbancia de 260/280 nm e 260/230 nm estavam entre 1,8-2,2. Todas as

amostras de RNA extraidas foram armazenadas a -80°C.

2.6.2. Sintese do cDNA

Para obteng&o do cDNA foi realizado o calculo total da reag&o: 20 pl (5,8 pl de
mix + 14,2 pl de amostra diluida). Assim, foi adicionado a quantidade calculada de
amostra necessaria para ter concentracédo de 3 pl de RNA por amostra de tecido e

de agua calculada para dar 14,2 ul total em cada tubo. Depois foi realizado o
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preparo do mix (Kit Transcriptase Reversa High Capacity — Thermo Fisher Scientific)
10X RT buffer - 2 pl; 25X dNTP mix (100mM) — 0,8 ul; 10X RT Random Primers - 2
pl; MultiScribe Reverse Transcriptase — 1 ul, gerando um total de 5,8 ul para cada
tubo. Posteriormente os tubos foram centrifugados por 15 s a 28000 rcf a 15-25°C.
Apos isso, foi utilizado o kit de transcricdo reversa (Applied Biosystems Thermo
Fisher Scientific), contendo sondas para preparacdo de 2 mix distintos, sendo
aplicado 5 pl do Mix 1(Buffer 10x + DNTP 25x + Random + Nuclease-Free Water) no
controle negativo sem amostra (C-) e no controle negativo sem enzima (RT-) e 5 ul
do Mix 2 (Transcriptase + Nuclease-Free Water) apenas no C-. As amostras foram
incubadas no termociclador (Applied BiosystemsVeriti 96 WellThermalCycler), de
acordo com a especificacdo do protocolo do fabricante (Thermo Fisher).
Posteriormente, as amostras, C- e RT- foram armazenados a -80°C.

2.6.3. Reacao de polimerizacdo em cadeia em tempo real (PCR em tempo real)

Para a etapa de polimerizagdo em cadeia em tempo real (PCR em tempo
real) foi utilizado TagMan Thermo Fisher Scientific. Segue abaixo, a tabela 4 que
apresenta 0os genes com as referéncias das sequéncias especificas, incluindo o

gene GAPDH, utilizado como controle interno.

Tabela 4 - Ensaio de expressao génica e referéncias das sequéncias de iniciadores
especificos utilizados no PCR em tempo real

. Ensaio de a Tecido

. Simbolo ~ o Referéncia da ,
Proteina expressio génica A analisad

do Gene Sequéncia

TagMan® 0
B3-AR  Adrb-3  Mm02601819 gl NM_013462.3 Figado
GAPDH  Gapdh  Mm99999915 g1  NM_001289726.1 g gado,
oracéo

36B4 Rplpo MmO00725448_s1 NM_007475.5 TAM

THRB Thrg MmO00437044 m1  NM_001113417.1 F'%iﬁ €
THRa Thra MmO00579691_m1 NM_178060.3 Coragdo

GPDm Gpd2 MmO00439082_m1 NM_001145820.1 Figado
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DIO 1 Diol MmO00839358_m1 NM_007860.3 Figado

DIO 2 Dio2 MmO00515664_m1 NM_010050.2 TAM

MHCB  Myh7b  Mm01249941 m1  NM_001085378.2  Coracio

MHCa Myh6a MmO00440359_m1 NM_001164171.1 Coracao

Legenda: Receptor beta 3 adrenérgico (83-AR); gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH);
proteina ribossémica (36B4); receptor de horménio tireoidiano beta (THRB); receptor de hormonio

tireoidiano alfa (THRQ); glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (GPDm); desiodase tipo | (DIO 1);
desiodase tipo 2 (DIO 2); cadeia pesada de miosina beta (MHC); cadeia pesada de miosina alfa
(MHCa).

Primeiramente, a andlise foi realizada de acordo com o protocolo do
equipamento de PCR em tempo real (Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR
System). O volume 6 pl do Mix (Master Mix Tagman Fast - 3 pul + RNAse free water -
2,75 pl + Primer - 0,25 pl) foi adicionado a placa de reacao juntamente com 4 pul de
cada amostra de cDNA (em triplicata), totalizando 10 pl em cada poco da placa. O
C- e 0 RT- obtido na etapa anterior, também foram utilizados nessa etapa.

O PCR em tempo real € uma técnica baseada na reacdo em cadeia da
polimerase com um sistema de fluorescéncia capaz de detectar a reacdo de
amplificacdo do gene de interesse. Inicialmente ocorre uma desnaturacéo inicial de
95°C por 20 minutos. Depois disso, as reacdes ocorreram em 40 ciclos: 95° C por 3
minutos e 60° C por 30 minuto. Os genes foram analisados pelo método CT
Comparativo (método 2 - AACT).

2.7. Dosagem sérica dos hormonios tireoidianos

A dosagem circulante de leptina foi realizada no soro dos animais obtidos ap6s
centrifugagdo do sangue. O soro obtido foi armazenado em frezeer -20° C e realizado
a
dosagem por kit de Elisa (EMD Millipore Corporation). A leitura ocorreu no
equipamento de leitura de placas (PerkinElmer EnVision Wallac- 2104 Multilabel
Reader), seguindo as informagdes do fabricante. A sensibilidade deste ensaio € de
0,05 ng/mL e a variacao de intra-ensaio € de 1,48 %.
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2.8. Andlises estatisticas

Os dados foram analisados pelo programa estatistico GraphPad Prism 8 e
expressos como média + erro padrao da média (EPM). Para a analise estatistica dos
resultados pré-tratamento com C. aurantium e sinefrina (evolu¢éo da massa corporal
no periodo da lactacdo e composicao corporal por RMN aos 30 dias de vida) foi
utilizado somente o teste t de Student ndo pareado. Para as demais analises, foi
realizada também a analise de variancia univariada (One-way ANOVA) seguida de
Teste Tukey’s multiplas comparagdes. As diferengcas foram consideradas
significativas quando p<0,05.



46

3 RESULTADOS

3.1 Avaliagcdo da massa corporal, composicéo de gordura corporal e ganho de

peso

Foi observado que a prole submetida a superalimentacdo pos-natal pela
reducdo da ninhada durante o periodo da lactacdo (grupo SL) apresentou maior
massa corporal desde o quarto dia de vida, sendo que esta diferenca permaneceu

até o desmame (Figura 9).

Figura 9 - Evolucao do ganho de massa corporal no periodo da lactacao (até 21

dias) de animais controle e submetidos a superalimentacdo pds-natal precoce.
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Legenda: Evolugdo do ganho de massa corporal durante o periodo de lactacdo (21 dias) de animais
controles (NL) e animais submetido a superalimentagéo (SL). Valores expressos como + EPM (n=70-

54 animais/grupo). *p<0,05 Vs NL.

Aos 30 dias de vida, ao avaliar a composicao corporal dos animais por RMN,
foi observado que o grupo SL apresentou maior massa corporal (+23,64%; p< 0,05,
Figura 10A) e gordura corporal (+51,81%; p< 0,05, Figura 10B), confirmando que a
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reducdo da ninhada programou a prole para maior adiposidade na infancia e

adolescéncia.

Figura 10 — Massa corporal e gordura corporal aos 30 dias de vida (pré-tratamento

com Citrus aurantium ou sinefrina) por RMN
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Legenda: Massa corporal (A) e gordura corporal (B) por ressonancia magnética nuclear aos 30 dias
de vida (pré-tratamento) de animais controles e superalimentados. Valores expressos como média +
EPM (n=7-11 animais/grupo). *p<0,05 Vs NL

Aos 50 dias de vida, no periodo pés-tratamento, ao avaliar a composicao
corporal, foi constatado que todos os grupos supernutridos (SL, SL-CA6%, SL-
CA30% e SL-Syn) apresentaram maior massa corporal em relacdo ao grupo NL
(+11,94%, +10,45%, +9,85% e +8,06%, respectivamente; p< 0,05, Figura 11A). Além
disso, foi verificado que os grupos supernutrido (SL) e supernutrido tratado com
Citrus aurantium padronizado em 6% de sinefrina (SL-C6%) apresentaram maior
gordura corporal (+ 25,63% e +41,88%, respectivamente; p< 0,05, Figura 11B). Ao
comparar o grupo SL com o grupo supernutrido tratado com sinefrina isolada, foi

observado menor gordura corporal no grupo SL-Syn (-19,20%; p< 0,05, Figura 11B).
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Figura 11 — Massa corporal e gordura corporal aos 50 dias de vida (pds-tratamento)

por RMN
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Legenda: Massa corporal (A) e gordura corporal (B) por ressonancia magnética nuclear aos 50 dias

de vida (p6s-tratamento) de animais controles e superalimentados submetidos ou ndo ao tratamento

com Citrus aurantium e sinefrina. Valores expressos como média = EPM (n=7-11 animais/grupo).
*p<0,05 Vs NL; # p<0,05 Vs SL.

Os animais, de todos os grupos supernutridos, quando tratados tanto com o

Citrus aurantium L. quanto com a sinefrina (SL-CA6%, SL-CA30% e SL-Syn),

apresentaram menor ganho de massa corporal acumulado dos 30 aos 50 dias de
vida (-21,49%, -21,58% e -21,67%, respectivamente; p< 0,05, Figura 12).

Figura 12 — Ganho de massa corporal acumulado durante o tratamento, de 30 até
50 dias de vida
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Legenda: Ganho de massa corporal de 30 a 50 dias de animais controles (NL) e animais submetidos

a superalimentacao (SL) submetidos ou nédo ao tratamento com Citrus aurantium e sinefrina. Valores

expressos como média + EPM (n=7-11 animais/grupo). *p<0,05 Vs NL.

3.2 Avaliacdo da pressdo arterial e frequéncia cardiaca

N&o foi apresentada diferenca quanto a pressdo arterial sistélica, pressao

arterial diastdlica e frequéncia cardiaca em todos os grupos estudados (Figura 13)

Figura 13 — Avaliacdo da pressdo arterial sistolica, pressdo arterial diastolica e

frequéncia cardiaca durante o tratamento com Citrus aurantium e sinefrina
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Legenda: Presséo sistélica (A), pressdo diastdlica (B) e frequéncia cardiaca (C) durante o tratamento

de animais controles e supernutridos submetidos ou n&o ao tratamento com C. aurantium e sinefrina.

Valores expressos como média + EPM (n=5-8 animais/grupo).
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3.3Dosagem sérica de hormdnios tireoidianos

Os animais dos grupos supernutridos tratados com o Citrus aurantium L. ou
sinefrina (SL-CA6%, SL-CA30% e SL-Syn), apresentaram maior concentracdo sérica
de T3 total em relacdo ao grupo controle (NL) (+84,03%, +105,19%, e +136,5%,
respectivamente; p< 0,05, Figura 14A). Todos os grupos de animais supernutridos
apresentaram maior concentracdo sérica de T4 livre em comparacdo ao grupo
controle (+201,89%, +344,90%, +335,36% e +453,92%, respectivamente; p< 0,05,
Figura 14B). Quando em relacdo ao grupo supernutrido (SL), os grupos tratados
com o Citrus aurantium L. padronizado em 30% de sinefrina (SL-CA30%) e com
sinefrina isolada (SL-Syn) apresentaram também maior concentracdo sérica de T3
total (+73%, e +50,1%, respectivamente; p< 0,05, Figura 14A); e apenas o tratado
com sinefrina isolada apresentou maior concentracao sérica de T4 livre +83,48%; p<
0,05, Figura 14B).

Figura 14 - Dosagem de T3 total e T4 livre, aos 50 dias de vida, em animais
controles e submetidos a superalimentacdo pés-natal precoce, tratados ou ndo com

Citrus aurantium L. ou sinefrina.
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Legenda: Dosagem sérica de T3 total (A) e T4 livre (B) em animais controles (NL) e animais
submetidos a supernutricdo (SL) submetidos ou ndo ao tratamento com Citrus aurantium e
sinefrina.Valores expressos como média £+ EPM (n=8-10 animais/grupo). *p<0,05 Vs NL; #p<0,05 Vs
SL.
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3.4Expressao génica no figado

Ao analisar o figado dos animais, foi observado que ndo houve diferenca na
expressdo de mRNA para o THRpB (Figura 15A). Os grupos supernutridos tratados
com o Citrus aurantium L. ou sinefrina (SL-CA6%, SL-CA30% e SL-Syn)
apresentaram maior expressdo de mRNA da Diol (+62,59%, +82,53%, e +85,48%,
respectivamente; p< 0,05, Figura 15B) e GPDm (+70,75%, +74,23%, e +87,90%,
respectivamente; p< 0,05, Figura 15C) quando comparados ao grupo NL.

Figura 15- Avaliacdo da expressdo de mRNA no figado, aos 50 dias de vida, de
animais controles e animais submetidos a supernutricdo pds-natal precoce tratados

ou nao com Citrus aurantium L. ou sinefrina.
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Legenda: Expressao de mRNA em animais controles (NL) e animais submetidos a superalimentacao
(SL) submetidos ou n&o ao tratamento com Citrus aurantium e sinefrina. THRB (A); DIO1 (B); GPDm

(C). Valores expressos como média £ EPM (n= 6-8 animais/grupo). (B)* p<0,05 Vs. NL
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3.5Expressao génica no tecido adiposo marrom (TAM)

Ao avaliar o TAM, foi observado que o grupo supernutrido tratado com
Sinefrina apresenta maior expressdo de mRNA do THRa em relagdo ao grupo
controle (NL) (+42,50%; p< 0,05, Figura 16A). O grupo supernutrido tratado com
Citrus aurantium L. padronizado em 30% de sinefrina (SL-CA30%) e o grupo tratado
com sinefrina (SL-Syn) apresentaram maior expressao de mRNA do THRa em
relacdo ao grupo supernutrido (SL) no TAM (+61,16% e +69,36%, respectivamente;
p< 0,05, Figura 16A).

Todos os grupos supernutridos (SL, SL-CA6%, SL-CA30% e SL-Syn),
apresentaram menor expressdo de mRNA da Dio2 no TAM quando comparados ao
grupo controle NL (-73,52%, -84,52%, -79,65% e -84,90%, respectivamente; p< 0,05,
Figura 16B) (Figura 16).

Figura 16 - Avaliacdo da expressdao de mRNA no TAM, aos 50 dias de vida, de
animais controles e animais submetidos a superalimentacdo pdés-natal precoce

tratados ou ndo com Citrus aurantium L. ou sinefrina.
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Legenda: Expressdo de mRNA em animais controles (NL) e animais submetidos a superalimentacao
(SL) submetidos ou n&o ao tratamento com Citrus aurantium e sinefrina.THRa (A); DIO2 (B). Valores

expressos como média + EPM (n= 6-8 animais/grupo). * p<0,05 Vs. NL, # p<0,05 Vs SL.
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3.6 Expressao génica no coragéao

Nao foi observada diferenca na expressdao de mRNA de THRa e My7 no
coracao em todos os grupos analisados (Figura 17A e 17B, respectivamente).

O grupo supernutrido tratado com sinefrina (SL-Syn) apresentou aumento de
expressdo de mRNA de My6 em relacdo ao grupo controle (NL) (+156,07%; p< 0,05,
Figura 17C) e ao grupo supernutrido (SL) (+170,95%; p< 0,05, Figura 17C).

Figura 17 - Avaliacdo da expressdo de mRNA no corac¢do, aos 50 dias de vida, em
animais controles e submetidos a superalimentacado pds-natal precoce tratados ou

nao com Citrus aurantium L. ou sinefrina.
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Legenda: Expressdo de mRNA em animais controles (NL) e animais submetidos a superalimentacao
(SL) submetidos ou néo ao tratamento com Citrus aurantium e sinefrina. THRa (A); My7 (B); My6 (C).
Valores expressos como média + EPM (n= 6-8 animais/grupo). p<0,05 Vs. NL; # p<0,05 Vs SL.
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4 DISCUSSAO

O Citrus aurantium L. é conhecido por seu possivel potencial terapéutico no
controle do peso corporal. No cenério atual, ha uma escassez de evidéncias
conclusivas relacionadas a seguranca do uso tanto do extrato de laranja amarga
qguanto do seu principio ativo com acgao termogeénica, a sinefrina, que passou a ser
utilizada como uma alternativa a efedrina, proibida desde 2004, por causar distUrbios
cardiovasculares (KONCZ et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2017). O presente estudo
buscou compreender melhor a influéncia do tratamento com esses compostos sobre
o metabolismo dos horménios tireoidianos e coracdo em uma fase critica do
desenvolvimento, mas ainda pouco estudada, a adolescéncia, onde a insercéo de
um tratamento pode ser eficaz no mecanismo de desprogramacdo e reversao do
guadro de obesidade na idade adulta.

A programacdo pela supernutricdo neonatal pela reducdo de ninhada
promoveu um aumento na massa corporal nos animais desde o quarto dia de vida
até a adolescéncia, o que era esperado uma vez que ja foi bem descrito na literatura
anteriormente (HABBOUT et al., 2012, CONCEICAO et al., 2013). Aos 30 dias de
vida, correspondente ao primeiro dia do tratamento com Citrus aurantium L. ou
sinefrina, os animais do grupo SL também apresentaram maior massa de gordura
corporal em relagcdo aos animais controle.

Ja no final do tratamento com Citrus aurantium L. ou sinefrina, aos 50 dias de
vida, ndo foi observada diferenca quanto a massa corporal entre 0s grupos
supernutridos tratados e nao tratado. Apesar de nao sido verificado efeito dos
tratamentos com C. aurantium ou sinefrina isolada, ao avaliar a gordura corporal, foi
observada uma reducdo da adiposidade no grupo SL tratado com sinefrina em
comparacao com o0 grupo supernutrido ndo tratado. Assim, apesar de nao alterar o
peso corporal, a sinefrina foi capaz de reduzir o conteudo total de gordura corporal.
Em um estudo anterior do nosso grupo, também foi verificado uma reducéo do
tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico do grupo SL tratado com C. aurantium
ou sinefrina em relagdo ao grupo superalimentado sem tratamento (GUIMARAES,
2020).

Os animais supernutridos tratados com C. aurantium ou sinefrina
apresentaram um menor ganho de massa corporal acumulado do inicio até o final

dos tratamentos (30 a 50 dias de vida). Assim, apesar nédo terem reduzido a massa
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corporal, os tratamentos foram capazes de reduzir o ganho de massa corporal nesse
periodo.

A supernutricido neonatal programou maiores niveis plasméaticos de T4 livre
nos animais aos 50 dias de idade. O tratamento com Citrus aurantium L. e sinefrina
aumentou ainda mais os niveis de T4 plasmatico, sobretudo no grupo sinefrina, além
de terem levado a um aumento significativo nas concentracdes de T3 livre. O
aumento dos niveis de HTs nos grupos supernutridos tratados com Citrus aurantium
L. ou sinefrina pode estar relacionado com o efeito emagrecedor dos tratamentos,
uma vez que, conhecidamente, os horménios tireoidianos aumentam o metabolismo
energético, sobretudo estimulando a termogénese (RIBEIRO et al 2001; ALVAREZ-
CRESPO et al 2016; MARTINEZ-SANCHEZ et al 2017; PETITO et al 2023).

Os HTs podem também aumentar a sinalizacéo 3 adrenérgica de forma tecido
especifica, através do aumento do acumulo de adenosina 3',5'-monofosfato ciclico
(AMPc) em resposta a ativagao 3 adrenérgica e/ou da regulacéao de proteinas, como
a UCP1, também envolvida nessa via de sinalizagdo (ALVAREZ-CRESPO et al
2016; (SILVA & BIANCO, 2008). Os HTs induzem o aumento do numero de
receptores B3 adrenérgicos no coracdo, TAM e TAB (SILVA & BIANCO, 2008).
Sendo assim, se faz importante entender a relacdo entre os tratamentos utilizados
no presente estudo, o aumento dos HTs observado e o possivel impacto sobre o
coragao.

A estimulacdo adrenérgica promove a expressdo génica de enzimas
envolvidas na sintese de horménios tireoidianos, via proteina quinase A (PKA) e
AMPc, como a tireoperoxidase (VAISMAN et al., 2004; VONO-TONIOLO & KOPP,
2004). Sendo a sinefrina um agonista B3 adrenérgico, poderia estar levando a um
aumento na producdo dos HTs. Rodrigues et al. (2009), utilizando o mesmo modelo
de supernutricdo por reducdo de ninhada, observaram aumento nos niveis séricos
de T3 e T4 aos 21 dias, porém o oposto foi observado aos 180 dias, quando foi
observado um hipotireoidismo com diminuicdo de T3 total e T4 livre, sem alteracao
de TSH. Esses resultados, somados aos achados aqui apresentados, sugerem que
a funcéo tireoidiana se altera com a idade e que o tratamento pode ter um potencial
em prevenir o desenvolvimento do hipotireoidismo aos 180 dias de vida.

Acredita-se que a enzima D1 seja a principal fonte de T3 para a circulagdo e
responsavel pela manutengdo do seu “pool” plasmatico. Zavacki et al. (2005)

demonstraram que a D1 é um marcador sensivel do estado tireoidiano periférico,
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estando aumentada quando os niveis de HTs se encontram também elevados. De
fato, foi observado um aumento na expresséo génica de Diol no figado dos animais
SL tratados com Citrus aurantium L. ou sinefrina, que também apresentam aumento
nos niveis de HTSs.

A expressdo do RNAm da aGPDm hepatica é positivamente regulada por
HTs, sendo considerada um importante marcador de sua acdo hepatica (MRACEK
et al., 2005; LISBOA, et al., 2008). Nesse sentido, foi observado um aumento na
expressdo da aGPDm no figado dos animais SL tradados com C. aurantium ou
sinefrina, que também apresentam concentracdes elevadas de HTSs.

Adicionalmente, este estudo avaliou a expressao génica dos receptores dos
HTs no TAM, coracdo e figado. No entanto, somente no TAM foi observada uma
alteracdo, onde o receptor TRa apresentou-se aumentado nos grupos supernutridos
tratados com sinefrina e com C. aurantium padronizado em sinefrina a 30% quando
comparado ao nao tratado. O TAM tem como principal funcdo dissipar energia na
forma de calor (BIANCO et al.,, 2013; SPIEGELMAN, 2016). Um dos principais
efeitos biologicos dos HTs é a aceleracdo do metabolismo energético e do turnover
de ATP, com resultante transformacéo e consumo de energia e a producéo de calor,
sendo assim desempenham um papel fundamental na termogénese obrigatéria e
adaptativa (SILVA, 1995). Os HTs atuam na termogénese dos adipOcitos marrons,
aumentando a agdo estimuladora da norepinefrina, bem como estimulando o
aumento mediado por AMPc da expressao do gene UCP1 (PEPITO et al., 2023). Em
um estudo anterior, os animais tratados com Citrus aurantium ou sinefrina
apresentaram maior expressdo de UCP1 (GUIMARAES, 2020) o que, se somado ao
aumento nos niveis de HTs e maior expressdo de TRa no TAM, aqui apresentados,
sugerem uma clara interacdo entre o efeito antiobesidade do Citrus aurantium ou
sinefrina e o status tireoidiano.

Alteracdes na expressdo génica de DIO2 ou na sua atividade enzimética
contribuem para a manutencédo homeostatica do T3, tanto na circulacdo quanto em
tecidos especificos (GEREBEN et al, 2008; YEN, 2001). No presente estudo, foi
observada uma menor expressdo de DIO2 no TAM. De fato, sabe-se que a D2 é
negativamente regulada pelos HTs (DENG et al., 2023). Por outro lado, estudos
demonstraram que a ativacdo adrenérgica causada pelo frio aumenta DIO2 e, por
consequéncia, a concentracéo intracelular de T3 no TAM (SILVA, 1985; DE JESUS
et al., 2001; BIANCO et al., 1987; CARVALHO et al., 1991; YEN, 2001; BIANCO et
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al., 2013; YAU et al., 2019). Os animais SL apresentaram maior concentracao de
HTs séricos e menor expressdo de DIO2 no tratamento com um agonista
adrenérgico. E importante considerar que este estudo observou um recorte apds 19
dias de tratamento, quando diferentes eventos podem ter ocorrido durante todo o
tempo de tratamento e, talvez, o que foi detectado € uma expressdao de DIO2
diminuida pela regulacéo negativa exercida pelos altos niveis de HTs.

Devido & capacidade da sinefrina, principal composto ativo do extrato de
Citrus aurantium L., em se ligar a receptores adrenérgicos e sua similaridade
molecular com a efedrina, h4 uma preocupacao sobre os efeitos adversos de Citrus
aurantium L. e da sinefrina no sistema cardiovascular (HANSEN et al., 2013). Em um
estudo, observou-se que eventos adversos cardiacos, tais como hipertensao,
taquiarritmia, angina variante, parada cardiaca, prolongamento do intervalo QT,
fibrilacdo ventricular, infarto do miocardio e morte subita, tém sido frequentemente
associados como os efeitos adversos mais prevalentes resultantes do consumo de
sinefrina (KONCZ et al., 2022). Sendo assim, neste estudo, foram avaliados
parametros cardiovasculares durante o tratamento e foi demonstrado que tanto o
Citrus aurantium L. quanto a sinefrina ndo alteraram pressdo arterial sistélica,
pressdo arterial diastdlica e frequéncia cardiaca. O maior diferencial no presente
estudo foi ter utilizado uma dose de sinefrina muito menor (1,5mg/kg de peso
corporal) que as doses descritas na maioria dos estudos ja realizados, nos quais as
doses variam a partir de 2,5 mg/kg chegando a 300mg/kg. ( HANSEN, et al. 2013;
STOHS, 2017; CHOU; HO; PAN, 2018; CALAPAI, et al.1999; ARBO, et al. 2009)

Ao avaliarem os efeitos cardiovasculares do extrato de laranja amarga e da
sinefrina associados a cafeina, Hansen e colaboradores verificaram pequeno
aumento na frequéncia cardiaca nos grupos que receberam a adi¢cao de cafeina. O
grupo que recebeu apenas sinefrina apresentou efeitos clinicamente insignificantes
na pressao arterial, mesmo com a dose mais alta (50 mg/kg de sinefrina). Esses
resultados sugerem que a sinefrina, por si sO, pode ter um impacto limitado na
presséao arterial (HANSEN et al., 2013).

Uma revisdo sistematica recente de estudos em humanos adultos, apontou
com base em meta-analise que a sinefrina ndo aumentou significativamente a
frequéncia cardiaca, a presséo arterial sistolica nem a diastolica de forma aguda,
mas aumentou significativamente a longo prazo (KONCZ et al., 2022). As diferencas

entre resultados encontrados em animais € humanos ocorre pelo fato da dose de 50
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mg/kg de sinefrina ser aproximadamente 13 vezes mais potente em roedores em
relacdo a mesma dose em humanos (STOHS, 2017). Além disso, a afinidade da
sinefrina pelo receptor adrenérgico em roedores é de até 10 vezes maior que em
humanos, o que pode facilmente explicar somente pequenos efeitos
cardiovasculares observados em roedores (HANSEN et al., 2013, VERPEUT,;
WALTERS; BELLO, 2013;STOHS et al 2012), demonstrando assim uma
caracteristica espécie-especifica da sinefrina.

O sistema cardiovascular € um sistema sensivel a alteragdes na concentracao
dos HTs, gerando aumento do débito cardiaco, reduzindo a resisténcia vascular
sistémica, aumentando o volume sanguineo, alterando a forca de contracdo e a
frequéncia cardiaca. O T3 induz mudancas na expressao de genes especificos
envolvidos nos eventos contrateis, seu aumento reflete em diminuigcdo do tempo de
relaxamento diastolico, enquanto o oposto ocorre no hipotireoidismo (YEN, 2001;
KAHALY E DILLMANN, 2005). Cada molécula de miosina € composta por duas
cadeias pesadas (MHC) e quatro cadeias leves (MLC). Essas cadeias pesadas
apresentam duas isoformas, a cadeia pesada de miosina rapida (a-MHC), com maior
gasto energético e maior velocidade de encurtamento de fibra, e a cadeia pesada
lenta (B-MHC), isoforma com menor gasto energético e de caracteristica lenta
(RAFALSKI et al., 2007). A transcrigdo génica das cadeias pesadas de miosina, a-
MHC e B-MHC, sao dependentes de T3. Em animais, a transcricdo da a-MHC é
ativada pelo T3 enquanto ha bloqueio na transcrigdo da B-MHC. No coracao de ratos
hipertireoidismo, a miosina predominante ¢ a a-MHC, o que leva a uma rapida
movimentacdo da cabeca globular da miosina ao longo dos filamentos finos e
acelera a contracdo cardiaca (LOMPRE et al., 1984; MORKIN, 2000). No presente
estudo, onde os animais também s&o hipertireoideos, foi observado que a a-MHC se
mostra aumentada no grupo tratado com sinefrina isolada tanto em relacéo ao grupo
controle quanto ao grupo supernutrido nao tratado, podendo levar a taquicardia ou
até desencadear uma sobrecarga funcional no coragao.

Em resumo, os resultados aqui apresentados apontam que existe uma
relacdo entre o efeito antiobesidade de Citrus Aurantium L. ou sinefrina com a
funcéo tireoidiana promovendo aumento nos niveis séricos dos HTs e melhorando a
funcionalidade do TAM. Apesar de nao haver reducdo de peso corporal, o
tratamento foi capaz de reduzir o ganho de massa corporal e adiposidade. Embora

ndo tenha sido encontrado diferencas na frequéncia cardiaca dos animais tratados,
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a sinefrina isolada gerou aumento da expressdao do gene a-MHC, que esta
relacionado aos efeitos negativos no coracdo. Nos demais grupos tratados,
provavelmente o efeito sinérgico dos outros componentes do C. aurantium L. pode
ter protegido do desenvolvimento desse efeito da sinefrina no coracao.

Tais resultados evidenciam a possibilidade do uso terapéutico de Citrus
Aurantium L. para melhorar o perfil metabdlico no obeso, porém o uso da sinefrina
de forma isolada poderia trazer efeitos colaterais sérios sobre a fungéo tireoidiana e
cardiaca.
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CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro que se propde a estudar os efeitos do Citrus
aurantium L. e do seu principal composto ativo, a sinefrina, sobre os hormonios
tireoidianos denotando o possivel envolvimento do C. aurantium L. e da sinefrina na
acao termogénica. Foi verificado que, embora tenha sido encontrado um aumento
nos hormonios tireoidianos em todos os grupos tratados, somente o grupo que
recebeu sinefrina isolada apresentou alteracdo na expressédo da cadeia pesada de
miosina a. Esses achados abrem possibilidades para possivel elaboracdo de
estratégias terapéuticas no tratamento da obesidade no periodo da adolescéncia,
embora os impactos sobre a funcao tireoidiana e cardiaca devam ser levados em

consideracao.
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ANEXO A — Certificado da Comissdo de Etica para o Cuidado e Uso de Animais
Experimentais (CEUA), Instututo de Biologia (UERJ)

Comissio de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (CEUA)
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Certificamos que o projeto intitulado “ESTUDO DO POTENCIAL EFEITO ANTI-
OBESOGENICO DO CITRUS AURANTIUM L. E DA SINEFRINA EM
CAMUNDONGOS PROGRAMADOS POR SUPERALIMENTACAO NEONATAL.”
registrado com o n°® 014/2023, sob a responsabilidade de Elaine de Oliveira - que envolve a
produgao, manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15
de julho de 2009 ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
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ANEXO B — Certificado de analise Citrus Extrato Seco 6%, Florien

Floriel

] Citrus Aurantium Ext Seco 6% Data de Anélise: 20-04-2018 .
Lote Interno: 18D11-B024-031933 Lote Fabrl 206171201 e
Data de Fabricagdo: | 14-12-2017 Data de Valldad 13-12-2019
Origem: China Procedéncla: China
Condigoes de Ordem de 31933
Armazenamento; | TeMPeratura Ambiente Fraclonamento: Y
DCB: - DCI: e
CAS: 72968-50-4 Peso Molecular: &
Férmula Molecular: | - e e |
v Solvente extrag|Agua e etanol
Observagdes 1: R
Observagdes 2: Parte Utllizada: [Fruta [Nome Clentifico: [ Gitrus aurantium L.
Testes Especificagd Resultad Unldad Referénclas

Descrigao * P6 fino marrom, com odor caracteristico Conforme Fabricante

& HPLC - 0 tempo de reteng#o da amostra est4 de ricante
Identificagio acordo com o do padro Conforme Fabric
EZ;";L’;’;ao . <= 6,0 (Peso constante/105°C) 3,13 % Fabricante
Resfduo por ignigdo * | <= 10,0 4,07 % Fabricante
Metais Pesados * <=10 <10 ppm Fabricante
Arsénio (ICP-OES) * | <=1 Nao detectado ppm Fabricante
(sco(l;/)epte Resldual Etanol <= 5000 192,80 ppm Fabricante

e |

Teor (HPLC) * Sinefrina >= 6,0 8,7 % Fabricante
Testes
Microbiolégicos '
Contagem total de o 8
bactérias * <=1000 <10 UFC/g Fabricante
Fungos e leveduras * | <= 100 <10 UFC/g Fabricantg
Escherichia coli * Negativo Negativo
Salmonella * Negativo Negativo
Teste Adicional
Densidade Aparente * | Inf (com ¢éo) 0,63 g/mL M\

GFB . v
* Resultados obtidos em andlises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDE\W
foram itos conf de andlise do f s

Conclusio:
Aprovado (X)
Reprovado ()
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CERTIFICADO DE ANALISE

Insumo: Citrus Aurantium Ext Seco 6% Data de Anélise: 20-04-2018
Lote Interno: 18D11-B024-031933 Lote Fabrl 206171201
Data de Fabricagdo: | 14-12-2017 Data de Valldade: 13-12-2019
Origem: China Procedéncla: China
Condigdes de Ordem de
Armazenamento: | Temperatura Ambiente el 031933
DCB: - DCI: n
CAS: 72968-50-4 Peso Molecular: &
Férmula Molecular: | -
o . Solvente extrag/Agua e etanol
Observagdes 1:
- L.
Observagdes 2: Parte Utllizada: [Fruta [Nome Clentifico: | Gitrus aurantium
4 §
ci B \'; | P ‘4 {’ ¢
U S _"/4.,-,'1. ikl
i\’.__}%“i-—’ ; p Jf’\ Tas er G
Responsivel Técnico Substituto Responsével Técnico Responsével Técnica
Olivia Neiva Mesquita Mendes Jodio PauloSartin Mardes Karina Maria duSilva
CRF-GO Ne 5227 CRF-GO N 7355 CRF—SP NE 66.627
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ANEXO C — Certificado de analise Citrus Extrato Seco 30%, Florien

@ Florien

CERTIFICADO DE ANALISE
Citrus Extrato Seco 30% Data de Andlise: 04-07-2018 S
Lote | 18G01-B049-034954 Lote Fabricante: HK18050201
DatadeF cé 02-05-2018 Data de Validad 01-05-2021
Orig China Procedéncla: China
Condighedde Temperatura Amblente cenidin 034954
DCB: - DCl: -
CAs: - Peso Molecular: -
Férmula Molecular: | -
2 Sol. Extragio_|Aqua__
Observagdes 1: —_
Observacdes 2: Parte Utllizada: [ Fruta | Nome Clentifico: Citrus Aurantium L.
i
Testes Especilficacd R Unidade Ref
Aparéncia e cor P6 fino marrom Conforme Fabricante
‘Odor e sabor Caracteristico Conforme Fabricante
Granulometria 95% passa malha 80 Conforme .Fabdeame
! :g:rda por =50 1,85 % Fabricante i
\Dessecagao
Cinzas <=50 2,52 % Fabricante
Total Metals Pesados | <= 10 Conforme ppm Fabricante
Arsénlo <=1 : Conforme ppm Fabricante
Chumbo <=2 Conforme ppm Fabricante
Cédmio <=0,1 Conforme ppm Fabricante
Mercrio <«=03 Conforme Ppm Fabricante
Teor Synephrine >= 30 30,36 % Fabricante
Testes -
Contagem total de <= 10000 Conforme UFCrg Fabricante
bactérias 5
IFC/q F:
Fungos e leveduras <= 1000 Conforme (] abricante
richia coll ivo em 10g Conforme Fabricante
Salmonella Negativo em 259 Conforme Fabricante
ivo em 10g Conforme Fabricante
tap g | e
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~ @Florien

CERTIFICADO DE ANALISE
1 Citrus Extrato Seco 30% Data de Anélise: 04-07-2018 -
Lote Interno: 18G01-B049-034954 Lote F HK18050201
Data de Fabricagdo: | 02-05-2018 Data de Valldad 01-05-2021
Origem: China Procedéncla: China
Condigdes de Ordem de
Armazenamento: Temperatura Amblente Fraclonamento: 034954
DCB: - DCI: =
CAS: - Peso Molecul =
Férmula Molecul =
B Sol. céo [Agua
Observagdes 1:
[Observagdes 2: | Parte Utllizada: | Fruta [Nome Cientifico: | Oftrus Aurantium L.

*Resultados oblidos em andlises realizadas no Labol

foram transcritos conforme certificado de andlise do fabricante.

Concluséo:
Aprovado
Reprovado

(X)
)

ratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS

FARMAGEUTICOS LTDA. E os demais

Karine Marta da Sdve

CRF-SP: N© 66.627
Florten Fitostivos
SAC: (19) 3420-1199
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