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RESUMO: Amostras de Ephedra tweediana Fisch & C.A. Meyer, coletadas de populagdes
nativas da Reserva Biologica do Lami José Lutzenberger (Porto Alegre, RS, Brasil), e amostras
de Ephedra triandra Tul., obtidas de plantas cultivadas em Porto Alegre/RS, foram extraidas com
acetona, derivatizadas com ciclohexanona e analisadas por CG/EM. Para verificacdo da eficiéncia
da metodologia, além das amostras de Ephedra tweediana ¢ E. triandra, foram analisadas cinco
amostras comerciais de Ephedra, de procedéncias distintas, cedidas por farmacias de manipulagao
locais. Os resultados encontrados indicam a auséncia de efedrinas em Ephedra tweediana e E.
triandra e presenca de efedrina e/ou pseudoefedrina nas amostras comerciais.

Unitermos: Ephedra tweediana, Ephedra triandra, Ephedraceae, efedrina, pseudoefedrina.

ABSTRACT: “Investigation of the presence of ephedrines in Ephedra tweediana Fisch &
C.A. Meyer and E. triandra Tul. (Ephedraceae) collected in Porto Alegre/RS”. Samples of
Ephedra tweediana, collected from native populations occurring in the Reserva Biologica do
Lami José Lutzenberger (Porto Alegre, RS, Brazil), and from cultivated plants of Ephedra
triandra were submitted to extraction with acetone, derivatized with cyclohexanone and analyzed
by GC/MS. In order to verify the efficiency of the methodology, besides Ephedra tweediana and
E. triandra, samples of five commercial Ephedra extracts were analyzed, from distinct origins,
get up from local drugstores. The results showed the absence of ephedrines in Ephedra tweediana
and E. triandra, and the presence of ephedrine and/or pseudoephedrine in commercial samples.
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INTRODUCAO

Plantas do género Ephedra (Ephedraceae),
também conhecidas por “Ma Huang”, podem ser
encontradas em zonas subtropicais da Asia, Europa
e Américas (WHO, 1999; Soni et al., 2004) e estdo
listadas na mais antiga matéria médica conhecida, Shen
Nong Ben Cao Jing (ABC, 2002). Como um todo,
as Ephedraceae sdo arbustos (raramente arvoretas)
muito ramificados, com folhas opostas, escamiformes
e muito reduzidas. Os ramos sdo articulados, com nés
e entre-nés muito bem delimitados (Hunziker 1995).
Apresentam grande apelo comercial devido a presenga
de alcaldides derivados da fenilalanina, principalmente
(+)-pseudoefedrina (isoefedrina ou catina), (+)-
metilpseudoefedrina, (+)-norpseudonorefedrina, (-)-
norefedrina, (-)-metilefedrina e (-)-efedrina, sendo este
ultimo presente em maiores quantidades (Schaneberg et
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al., 2003; Barbosa-Filho et al., 2006).

Estudos indicam que existem de 50 a 65
espécies de efedra no mundo (Huang et al., 2005),
cuja constituicdo quimica varia de acordo com a sua
localizagdo geografica e com as condigdes edafo
climaticas (Tyler, 1993). Espécies da Eurdsia sdo
caracterizadas pela presenca de alcaldides, enquanto
as espécies americanas sao citadas por ndo produzirem
tais metabolitos (Foster & Tyler, 1999; Blumenthal et
al., 2000; Schaneberg et al., 2003). Esta caracteristica
apresenta dados conflitantes na literatura cientifica e
ainda se questiona se as espécies americanas acumulem
efedrinas (Caveney et al., 2001; Schaneberg et al.,
2003). Alguns autores relatam presenca de alcaldides em
espécies de efedra do norte e sul da América (Willaman
& Scheubert, 1961; Wink, 1998). Outros trabalhos
demonstram auséncia destes metabolitos (Konno et al.,
1979; Bruneton, 1992; Caveney et al., 2001) e um perfil
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quimico distinto entre extratos obtidos de espécies da
Eurasia e de espécies americanas (Schaneberg et al.,
2003).

Aproximadamente 40 espécies de efedra sdo
cultivadas para fins comerciais, dentre elas Ephedra
sinica Stapf e E. equisetina Bunge, do sul da China, E.
intermedia Schrenk. e E. gerardiana Wall., da india e do
Paquistdo, as quais contém de 0,02 a 3,4% de alcaldides
(Bruneton, 1992; Schaneberg et al., 2003). A composigdo
quimica destas espécies varia qualitativamente e
quantitativamente (Soni et al., 2004). De uma forma
geral, efedrina (EF) e pseudoefedrina (PEF) juntas
constituem mais de 80% do total de alcaldides (Gurley
et al., 1998).

Segundo a Comisséo E (Blumenthal et al., 2002)
¢ a Farmacopéia da Republica Popular da China (PPRC,
1997), a droga efedra consiste de ramos secos e jovens
de E. sinica Stapf, E. shennungiana Tang, ou outras
espécies equivalentes do género Ephedra, colhidas no
outono, época de conteudo maximo de principios ativos
(Bruneton, 1992). A Farmacopéia Japonesa (JP XIII,
1996) preconiza ndo menos que 0,7% de alcaldides
totais, a Farmacopéia Chinesa ndo menos que 0,8% ¢ a
Alema ndao menos que 1% (ABC, 2002), expressos em
efedrina e pseudoefedrina (bases anidras).

Preparagdes abase de Ephedra spp.témum longo
historico de uso. Na medicina oriental, sio denominadas
Ma Huang e utilizadas a mais de 5.000 anos como
componente de foérmulas multi-ervas prescritas para
tratar asma bronquica, gripes, resfriados, tosse, febre,
falta de ar, cefaléia e congestdo nasal (Foster & Tyler,
1999; Soni et al., 2004). Na medicina moderna, tém sido
usadas no tratamento de doengas do trato respiratorio
¢ de broncoespasmos (Blumenthal et al., 2000), como
broncodilatador no tratamento da asma bronquica,
congestdo nasal, rinite alérgica e sinusite (WHO, 1999)
e em suplementos alimentares indicados para perda de
peso e aumento de ganho muscular (Greenway, 2001).

Na Europa, preparagdes contendo efedra
sdo aprovadas pela Comissdo E para o tratamento de
problemas respiratorios em adultos e criangas maiores
de seis anos, sendo recomendado o uso por apenas
um curto periodo de tempo, devido ao fendmeno de
taquifilaxia (perda do efeito apos poucas doses) e risco
de dependéncia (Blumenthal, 2000; Blumenthal et al.,
2002).

Nos Estados Unidos o Food and Drug
Administration (FDA) registrou centenas de reagdes
adversas atribuidas a compostos contendo efedrinas, que
variam desde complicagdes mais leves, como dores de
cabega, palpitagdo, nervosismo, insdnia e irritabilidade,
até ataques cardiacos, hipertensdo, batimento cardiaco
irregular, derrames, problemas psiquiatricos e morte
(Caveney et al., 2001; Samenuk, 2002; Berman-Fugh &
Myers, 2004; Bouchard, 2005; AHFS, 2006; Schekelle
et al.,, 20006), principalmente por atuarem sobre os
receptores adrenérgicos (Haller et al., 2002; Wooltorton
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& Sibbald, 2002). Apds varias tentativas, em abril
de 2004, o FDA proibiu a venda produtos contendo
efedrinas nos Estados Unidos (Bent et al., 2004).

No Brasil, as formulagdes a base de efedrina
e pseudoefedrina ndo foram proibidas, mas tém sua
venda regulamentada pela Portaria 344/1998 - lista
D1, de Substancias Precursoras de Entorpecentes e/ou
Psicotropicos (Sujeitas a Receita Médica sem Retengdo)
(Brasil, 2003a). De acordo com a portaria n° 169/2003
do Ministério da Justiga, a atividade de compra, venda,
fabricagdo, transporte ¢ armazenamento de efedrina
¢ pseudoefedrina (lista I) pura ou em misturas, estdo
sujeitos ao controle pela Policia Federal e s6 podem ser
comercializados com autorizagdo especial do Ministério
da Saude e em farmacias, com apresentagdo de receita
médica, e nunca em academias ou lojas especializadas
(Brasil, 2003b). Entretanto, seguindo uma tendéncia
mundial, o comércio ilegal ¢é freqiiente, alimentado pela
caréncia de fiscalizagdo.

Em recente trabalho de revisdo, Soni et al.
(2004) reportam que as propriedades farmacoldgicas e
toxicologicas de preparagdes a base de efedra dependem
fortemente do teor de efedrinas e das associagdes
apresentadas. Segundo estes autores, estudos clinicos e
pré-clinicos, bem como o longo histérico do uso de efedra
e seus alcaldides, indicam que seu emprego pode ser
seguro se usado segundo as recomendacdes dos codigos
oficiais. Os sérios efeitos adversos observados estariam
relacionados, principalmente, ao seu uso excessivo em
formulagdes ditas “suplementos alimentares” devido a
associagdes e interagdes com outros farmacos ou drogas,
susceptibilidade individual, presenga de contaminantes,
entre outros fatores. Assim, o conhecimento da
composi¢do quimica de espécies de Ephedra ¢ a correta
orientag@o ao publico sdo de fundamental importancia
para evitar acidentes toxicologicos.

Levando em consideragdo a importancia
farmacoldgica e toxicoldgica da presenca de efedrinas
em espécies de efedra e ao fato de haver questionamentos
quanto a produgdo de alcaldides nas espécies americanas,
este estudo teve como objetivos avaliar a presenga
de efedrina em amostras de Ephedra tweediana ¢ E.
triandra, coletadas em Porto Alegre/RS, aspecto ainda
ndo relatado na literatura consultada.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material vegetal foi constituido de partes
aéreas de Ephedra tweediana Fisch & C.A. Meyer
coletadas de populagdes nativas da Reserva Bioldgica
Lami José Lutzenberger, em Porto Alegre/RS, e de partes
aéreas de Ephedra triandra Tul., obtidas de plantas
cultivadas em Porto Alegre/RS (Bairro Agronomia).
Os exemplares das espécies foram identificados por
R. Singer e depositadas no Herbario do Departamento
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A. Meyer e em E. triandra Tul. (Ephedraceae) coletadas em Porto Alegre/

de Botanica da UFRGS (ICN). Amostras comerciais
de efedra foram cedidas por farmacias de manipulagdo
locais ¢ possuem procedéncias diversas, conforme
descrito na Tabela 1.

Preparacido da amostra: extragio e derivatizacio

Para extragdo de efedrinas de amostras de
efedra foi utilizada extragdo com solvente, metodologia
adaptada de Schaneberg et al. (2003). Aproximadamente
500 mg de material vegetal triturado foram colocados em
tubo de ensaio conico de 15 mL (tipo Falcon), contendo
6 mL de acetona, sonicados por 15 min e centrifugados
por 10 min a 3000 rpm. O sobrenadante foi retirado e
transferido para outro frasco e a extragdo foi repetida
mais 2 vezes, sendo as fases orgdnicas reunidas e
concentradas a 40 °C sob atmosfera de nitrogénio.
Apds remogdo completa da acetona, as amostras foram
derivatizadas com 100 pL de ciclohexanona P.A. (CH) a
100 °C por 30 min ¢ analisadas por CG/EM.

Andlise por cromatografia a gas acoplada a detector
de massas (CG/EM)

As andlises por CG/EM foram realizadas em
equipamento CG 3800 VARIAN®; injetor 1079 split/

splitless com amostrador automatico 8200 VARIAN®
acoplado ao detector de massas - massas (SATURNO CG/
MS/MS 2000) VARIAN®. Hélio ultrapuro foi utilizado
como gas de arraste com fluxo constante de 1 mL/min.
Para a separagdo dos constituintes das amostras foi
utilizada uma coluna capilar CP-SIL 8CB LOW BLEED/
MS, com 30 m de comprimento ¢ 0,25 mm de didmetro
interno, preenchida com polidimetildifenilsiloxano
contendo 5% de grupamentos fenila em filme de 0,25
um. A temperatura da coluna foi programada para 80
°C/2 min, 50 °C/min até 250 °C/2min, 100 °C/min até
280 °C/1 min. As temperaturas do injetor ¢ da linha de
transferéncia para o detector de massas foram ajustadas
para 220 °C e 260 °C, respectivamente. O volume de
injecdo foi de 1 uL no modo split (1:10). Nas condigdes
descritas, o tempo de retengdo médio (TR) da efedrina
derivatizada com CH foi de 6,50 min e da pseudoefedrina
derivatizada 6,40 min (Figura 1). As analises foram
processadas no modo de impacto de elétrons com uma
energia de ionizagdo de 70 eV. Inicialmente o detector
de massas foi ajustado no modo FULL-SCAN, com
intervalo de massas de m/z 40 a 400 u.m.a., sendo
monitorados todos os ions obtidos na fragmentagao dos
analitos. Uma vez ajustada a metodologia analitica, para
se obter maior sensibilidade, o detector foi programado
para o modo SIM (selected ion monitoring), sendo
monitorados os ions de relagdo de massa/carga (m/z) 58
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Figura 1. Cromatograma e espectros de massas obtidos por CG/EM, com padrdo de efedrina (EF) e pseudoefedrina (PEF), apos
derivatizagdo com ciclohexanona (CH), utilizando coluna capilar CP-SIL 8CB LOW BLEED/MS.
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Figura 2. Cromatogramas e espectros de massas, obtidos por CG/EM, com amostras de Ephedra tweediana (A) e E. triandra (B),
indicando auséncia de efedrina (TR 6,5 min) e pseudoefedrina (TR 6,4 min), sendo utilizada coluna capilar CP-SIL 8CB LOW
BLEED/MS. Os picos cromatograficos em 6,5 min e 6,4 min apresentam espectros de massas diferentes dos espectros da efedrina
e pseudoefedrina.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos com amostras comerciais de efedra (amostras A a E) e padrdo de efedrina (EF) e pseudoefedrina
(PEF) por CG/EM utilizando coluna capilar CP-SIL 8CB LOW BLEED/MS.
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Tabela 1. Amostras comerciais de efedra de origem asiatica, com seus respectivos teores* de efedrina (EF) e peudoefedrina

(PEF).
L. Teor - Efedrinas
Amostra dE(S:{):r(;lga Procedéncia Sz?iz(;)ag: PEF / EF PEII}ZI%:I??% ) Totais
(%) PEF + EF (%)
A E. distachya Paquistdo 01/2008 0,06/ 0,29 17,14/ 82,86 0,35
B E. sinica Paquistdo 03/2007 0,07/0,19 26,90/ 73,10 0,26
C E. distachya India 11/2005 0,22/ 0,00 100,00/ 0,00 0,22
D Ma Huang India 03/2009 0,24/ 0,41 36,92 /63,08 0,65
E Ma Huang India 11/2005 0,06/ 0,00 100,00/ 0,00 0,06

* Determinados por CG/EM, modo SIM (selected ion monitoring), pela técnica de padronizago externa.

e 77 para efedrina sem derivatizar; e os ions m/z 202,
148, 118 e 245 para EF e PEF derivatizadas (Figura
1) (Sebben et al., 2006). Foram utilizados padroes de
efedrina e pseudoefedrina na forma de cloridrato, base
anidra, e os valores foram corrigidos através de fator de
correcao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extratos oriundos de Ephedra tweediana e E.
triandra, coletadas em Porto Alegre/RS, foram avaliados
quanto a presenca de efedrina (EF) e pseudoefedrina
(PEF) demonstrando auséncia destes alcaldides.
Entretanto, como pode ser visualizado na Figura 2, foi
caracterizada a presenga de 2 picos cromatograficos nos
tempos de retencdo da EF e PEF, os quais apresentaram
espectros de massas diferentes daqueles obtidos com
os espectros dos padrdes (Figura 1), evidenciando nao
se tratarem destas substancias. A presenga destes picos
pode justificar os relatos na literatura sobre presenca de
efedrinas em espécies americanas, pois uma vez que a
analise seja realizada sem utilizar o detector de massas,
resultados equivocados podem ser gerados.

Quando o mesmo método foi utilizado para
analise de amostras comerciais de efedra (Tabela 1),
estas apresentaram picos cromatograficos nos mesmos
tempos de retencdo esperados para a EF e/ou PEF
(Figura 3) com espectros de massas caracteristicos
(Figura 1), indicando a presenca destes alcaldides nas
amostras comerciais. Os resultados obtidos demonstram
teores entre 0,06 a 0,65 % de efedrinas (PEF + EF) nas
amostras analisadas. Cabe salientar que as amostra C e
E, que apresentaram os menores teores, estavam com
o prazo de validade vencido. Os teores de efedrinas
encontrados nas amostras comerciais estdo dentro do
relatado na literatura (Schaneberg et al., 2003) e abaixo
do preconizado pelos codigos oficiais (JP XIII, 1996).

Muitos métodos tém sido relatados na literatura
cientifica para detec¢ao de efedrina em extratos vegetais,
suplementos alimentares e amostras bioldgicas,
utilizando as técnicas de cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (JP XIII, 1996; Gurley et al., 1998; Gmeiner
et al., 2002), cromatografia a gas (Garcia et al., 2005;
Marchei et al., 2006), eletroforese capilar (Mateus-
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Avois et al., 2003) e espectrometria de massas (Gay
et al., 2001; Spyridaki et al., 2001; Tseng et al., 2003).
Entretanto, a maioria destes métodos esta relacionada
a analise de efedrinas em urina ou suplementos
alimentares, reportando extensas fases de preparagdo
da amostra e ndo permitindo eficiente separacdo de
EF e PEF (Spyridaki et al., 2001; Tseng et al., 2003),
0 que ¢ de extrema importdncia em se tratando de
analises toxicoldgicas, dopagem e monitoramento
terapéutico, uma vez que ambos isdmeros apresentam
diferentes atividades farmacoldgicas e acdes sobre
o SNC, considerando que metodologias envolvendo
detector de massas sdo preferidas em alto grau para
identificagdo de substincias contidas em produtos de
origem desconhecida, esta foi & metodologia escolhida
para a realizacdo deste trabalho.

Em estudos preliminares desenvolvidos por
nosso grupo de pesquisa (Sebben et al., 2006), muitas
das metodologias que empregam CG/EM descritas na
literatura foram reconduzidas e os resultados obtidos,
para analise de efedrinas em urina, demonstraram
variabilidade muito grande, em termos qualitativos e
quantitativos, caracterizando a necessidade de ajustes
do método em todas as suas etapas, para obtencdo de
resultados confidveis, o que foi realizado previamente
ao desenvolvimento deste estudo.

Na etapa de preparacdo da amostra, apos a
extragdo das efedrinas a partir de extratos vegetais, para
aumentar a sensibilidade, melhorar o desempenho da
analise cromatografica, estabilizar os analitos e evitar
a perda por adsor¢do na fase estacionaria da coluna
cromatografica ou por decomposicdo térmica, durante
as analises nos modulos CG e EM, faz-se necessaria a
derivatizacdo da amostra. A metodologia utilizada neste
trabalho e consiste no emprego de CH como agente de
derivatizagdo, a qual, além de apresentar baixo custo,
facilidade de execucao da técnica, relativa seguranca ao
manipulador e melhor sensibilidade, permite a separagao
da EF e PEF utilizando colunas de CG normais, a base
de silica, melhor linearidade e maiores limites de
deteccdo e quantificagdo, resultados ndo alcangados
quando utilizada efedrina ndo derivatizada (Sebben et
al., 2006).

Outro aspecto a ser considerado ¢ que no modo
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impacto de elétrons os fragmentos caracteristicos da
EF ndo derivatizada sdo m/z 58 e 77, fragmentos de
baixa massa molecular e inespecificos, podendo ser
confundidos com uma gama de interferentes. O aumento
da massa molecular (MM 245) com a reacdo entre a
EF e a CH produz ions de relagdo m/z maiores e mais
especificos (m/z 202, 148, 118), melhorando a resposta
cromatografica.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho
permitiram confirmar a presenca de efedrina (EF) e/
ou pseudoefedrina (PEF) em amostras comerciais de
efedras asiaticas e assegurar a auséncia destes alcaloides
em Ephedra tweediana ¢ E. triandra, coletadas em
Porto Alegre, ratificando a hipotese de que as efedras
americanas nao produzam alcaloides.

E importante salientar que os resultados
obtidos em estudos filogenéticos recentes sustentam
a monofilia de um clado americano de Ephedra, que
contém as espécies sul e norte-americanas (Huang et
al., 2005, Ickert-Bond & Wojciechowski, 2004, Rydin
et al., 2004). Por sua vez, dentro deste clado, as espécies
sul-americanas se agrupam em um clado menor. Em
outras palavras, E. tweediana ¢ E. triandra (espécies
sem efedrinas) sdo filogenéticamente proximas.
Espécies que sabidamente contém efedrinas, tais como
E. sinica, E. intermedia e E. equisetina pertencem a
dois clados asiaticos de Ephedra, ndo relacionados
com as espécies do continente americano. E necesséario
fazer uma amostragem mais abrangente em relagdo
a presenga/auséncia de efedrinas no género como um
todo, de modo a poder inferir com seguranga como
foi o histérico evolutivo deste carater. Contudo, com
os dados atuais ¢ possivel levantar a hipotese de que a
auséncia de efedrinas seja uma condig@o derivada nas
espécies americanas; pois estes alcaldides aparecem em
pelo menos dois clados asiaticos do género.
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