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I.INTRODUCAO

Genchi Genbutsu E facil perceber que para se entender a verdadeira esséncia de um
problema, nao ha nada melhor que experiencia-lo. As solugoes mais eficazes sao aquelas que
sao baseadas na propria experiéncia, em que fomos a origem procurar os factos que nos
permitem tomar as decisoes mais acertadas. Este € o significado da expressao japonesa genchi
genbutsu, “vai e vé por ti mesmo”, um pilar central de grandes empresas e, na minha opiniao,
a expressao que melhor descreve o objetivo do Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria,
realizado no 5° ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF).

Para muitos de nos, estudantes do MICF, este Estagio Curricular representa o primeiro
contacto com a realidade de uma farmacia comunitaria. Esta realidade nem sempre esta de
acordo com as ideias pré-definidas, implementadas, ainda, na sociedade, dai a importancia do
carater obrigatorio desta unidade curricular. Apesar das mais diversas areas em que o
farmacéutico pode atuar, todas visam a melhoria e resolugao de problemas de saude publica,
usando, na sua maioria, farmacias comunitarias como meio para chegar a populagao. Deste
facto retira-se a importancia de ir a origem, perceber o que falha, para assim encontrar as
solugoes adequadas aos problemas encontrados, ou seja, perceber toda a logistica de uma
farmacia, acrescenta conhecimento indispensavel ao futuro farmacéutico, seja qual for a area
em que ira, mais tarde, atuar. Um farmacéutico comunitario esta habilitado para bem mais do
que meramente vender medicamentos. Apesar de o fazer, nunca sera apenas um simples ato
de venda. A dispensa do produto sera sempre acompanhada de um aconselhamento de
exceléncia por parte de um profissional altamente qualificado, que mais do que isso é, muitas
vezes, um amigo e esta versatilidade do farmacéutico é inconfundivel.

Num ano que se tem revelado atipico, vivenciei ao longo do meu estagio em farmacia
comunitaria situagoes que me permitiram perceber melhor a base de muitos problemas,
participei na procura de solugoes e pude ainda celebrar a resolugao de algumas dificuldades.
Tive a oportunidade de por em pratica conhecimentos adquiridos ao longo de quase cinco
anos e desenvolver novas capacidades inerentes ao papel exemplar do farmacéutico na
comunidade. A realizagao deste estagio na Farmacia de Celas, em Coimbra, sob orientagao da
Dr.* Claudia Silvestre, proporcionou-me a oportunidade de ter como exemplo uma equipa
extremamente profissional, capaz de me dar a melhor formagao, sem nunca deixar de lado a
vertente humana.

O presente relatorio foi redigido de modo a descrever conhecimentos adquiridos
durante o estagio realizado na Farmacia de Celas, iniciado a 6 de janeiro de 2020, através de
uma andlise SWOT, referindo os pontos fortes (Strenghts), pontos fracos (Weaknesses),

oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats).



2. ANALISE SWOT

2.1. PONTOS FORTES (STREGTHS)
2.1.1. Localizacao

A Farmacia de Celas, fundada em 1957, inicialmente designada “Farmacia Montes
Claros” e localizada na Rua Anténio José D’Almeida, situa-se atualmente na Estrada de
Coselhas, junto as Circulares Externa e Interna (vias de acesso ao Hospital CHUC, Pediatrico
e ldealmed). O parque de estacionamento em frente ou, alternativamente, na rua lateral da
farmacia, facilita o acesso a Farmécia de Celas'.

A localizacao e a facilidade de acesso sao duas constantes no que diz respeito as razoes
pelas quais novos utentes se dirigem a Farmacia de Celas, nao tendo sido raro ouvir alguns
destes utentes dizer que tinham acabado de sair dos hospitais e foi a primeira farmacia que
viram e em que poderiam facilmente estacionar, durante o meu estagio. Estes factos fazem
com que a imagem classica que associamos a grande parte das farmacias, cuja maioria dos
utentes sao utentes habituais, nao seja a adequada para retratar a realidade da Farmacia de
Celas. Apesar de também os ter, a grande maioria sao utentes que, como os proprios referem,
“estao de passagem”, oriundos dos varios cantos do pais, o que embora represente problemas
para questoes de fidelizagao, foram fatores que fizeram do meu estagio um estigio mais
completo. A diversidade de utentes fez com que me deparasse com uma diversidade igual de
situagoes, permitindo-me aplicar conhecimentos das mais distintas areas.

Mais do que a aprendizagem pratica de conhecimento cientifico, foi necessario
desenvolver capacidades comunicativas e sociais. E de extrema importincia moldar o
atendimento a personalidade de quem tentamos ajudar. O facto de todos os dias me ter
cruzado com utentes novos, sobre os quais nao tinha qualquer informagao, ensinou-me a
moldar o atendimento com base em pormenores e perguntas-chave que fui aprendendo com
a equipa da Farmacia de Celas. A mesma abordagem perante duas pessoas diferentes nao é a
postura mais correta, podendo dificultar a comunicagao com o utente e representar mais um
obstaculo a fidelizagao. Desde o inicio que fui aconselhada a assistir aos atendimentos e, assim,
rapidamente me apercebi que nao existe uma regra universal para um bom atendimento.
Apercebi-me também da verdadeira importancia de fazer as perguntas certas: perguntas-chave
levam-nos a obtengao de respostas que vao orientar o nosso atendimento e permitir o correto
entendimento das necessidades do utente. Um exemplo desta questao é o aconselhamento

de produtos cosméticos, em que certas respostas permitem-nos posicionar o utente perante



as varias marcas e ganhar a confianga do mesmo pois soubemos ir ao encontro das suas
necessidades.

A heterogeneidade de utentes com que diariamente me cruzei fez com que
desenvolvesse uma grande capacidade de adaptagao, algo que acredito que me permitira estar
mais bem preparada para situagoes futuras, quer seja no contexto de uma farmacia

comunitaria, quer seja em qualquer outro ramo de trabalho.

2.1.2. Plano de Estagio: do Back-Office ao Atendimento

O principal foco da Farmacia de Celas é tornar-se uma referéncia nos servigos que
oferece de modo a que possa contribuir para o bem-estar da comunidade. Para que isto
acontega e para que seja possivel um atendimento de exceléncia, existe uma série de passos
que precede este ato, necessaria a garantia da sua qualidade.

A estrutura faseada do meu estagio permitiu-me perceber a importancia de cada uma
das etapas e proporcionou um crescimento e ganho de confianga gradual. Numa primeira fase,
as tarefas consistiram na realizacao de tarefas como rececao de encomendas, familiarizacao
com os produtos disponiveis na farmacia e arrumagao dos mesmos, logistica interna e
introducao as funcionalidades do sistema informatico, que no caso da Farmacia de Celas
apresenta a versio SIFARMA2000° e o Novo Médulo de Atendimento. Foram-me
introduzidos alguns conceitos de gestao, de extrema importancia na estabilidade de uma
farmacia e que a Dr.? Claudia nao quis deixar passar despercebidos ao longo do estagio. Estes
conceitos tornaram possivel um entendimento mais facil e rapido das repercussoes de erros
cometidos em etapas iniciais, como recegao de encomendas, e a importancia destas etapas.

ApOos esta fase introdutodria, essencialmente de back-office, fui comegando a assistir mais
de perto aos atendimentos e a realizar alguns, acompanhada por uma das farmacéuticas da
equipa. Com o tempo e também com a grande afluéncia a farmacia que assim o exigia, comecei
a realizar os primeiros atendimentos sozinha, num balcao perto de elementos mais
experientes que me poderiam auxiliar quase imediatamente em situagoes de duvida.

A estrutura do estagio representou uma enorme ajuda na adaptagao ao ambiente
profissional. O ato de atender ao balcao, nao sendo de maior ou menor importancia que as
restantes tarefas, representa uma enorme responsabilidade por ser necessario demonstrar a
maior confianga a quem esta do outro lado do balcao. No entanto, esta confianga s6 é

conseguida se for precedida de passos de preparagao que ocorrem no back-office.



2.1.3. Metodologia Kaizen: mudanca (‘‘Kai’’) para melhor (“Zen™)

A realidade a que nos continuamos a adaptar exige, talvez mais do que nunca, um
pensamento direcionado para a resolugio de problemas que resulte no minimo de
desperdicios e em solugoes cada vez mais eficientes. A esséncia da melhoria continua é
representada pelo conceito que di nome a este ponto, Kaisen, uma filosofia japonesa
implementada em empresas das mais diversas areas’, entre as quais farmécias, como a Farmacia
de Celas. Estas apresentam como foco comum a otimizacdo dos processos que o seu
funcionamento envolve e tém na lista de preocupagoes diarias elevar a produtividade e
rentabilidade, enquanto sao reduzidos e/ou eliminados desperdicios.

Um dos principios da metodologia Kaisen é dar a todos os elementos da equipa a
oportunidade para participar na resolugio de problemas’. A realizacio de reunides diarias de
curta duragao é uma das estratégias que a Farmacia de Celas tem implementadas para que
este principio seja respeitado. Estas reunides representam o momento em que € feito um
ponto da situagao relativamente as tarefas de cada um, em que sao discutidas as falhas e
definidos novos objetivos e estratégias. Cada tarefa, por mais pequena que parega, pode
influenciar toda a equipa, o que torna essencial um elevado nivel de organizagao para que
nenhuma tarefa seja esquecida ou, pelo contrario, duplicada. Para além de dinamizar a
comunicagao entre a equipa, esta “pausa’”’ na realizacao de tarefas assume um papel importante
no desenvolvimento do sentido de responsabilidade de cada um, algo que contribui a
interiorizacdo do conceito de melhoria continua também a um nivel individual.

Esta ideologia japonesa nao esta apenas implementada na maneira de pensar e trabalhar
de cada elemento da Farmacia de Celas, materializa-se também em varios setores e tarefas,
adaptados de acordo com as necessidades. Serve de exemplo a metodologia aplicada na
arrumagao de medicamentos, que, apos dada a sua recegao no sistema informatico, sao
primeiramente dispostos num carrinho de acordo com a forma farmacéutica e,
preferencialmente, por ordem alfabética. Apos a confirmagao desta mesma encomenda, sao
arrumados em espagos definidos. Existem espagos destinados a aerossois, colirios,
comprimidos e capsulas, pomadas e cremes, injetaveis, xaropes, entre outros, organizados por
ordem alfabética, de modo a facilitar a procura durante os atendimentos. Para que o tempo
de procura e recolha dos medicamentos seja ainda menor, existe um conjunto de gavetas
proximo de cada um dos dois conjuntos de balcoes destinados ao atendimento onde se
encontram os medicamentos de maior rotagao na farmacia, denominado cockpit. Durante o
meu estagio pude participar na andlise das vendas destes medicamentos, da qual resultaram

alteragoes uma vez que alguns dos medicamentos dispostos no cockpit ja nao representavam



medicamentos de maior rotagao. Apds esta anadlise foram criadas tabelas, organizadas por
gavetas do cockpit e por disposicao dos medicamentos nas mesmas onde existem espagos
destinados ao registo das faltas com o objetivo de facilitar a sua reposigao. A existéncia de
uma zona onde estao afixadas campanhas e outras atividades que possam estar a decorrer na
farmacia, eventos futuros, tarefas a realizar por cada elemento da equipa, objetivos e
parametros a avaliar num determinado periodo de tempo e outras informagdes as quais
devemos estar atentos diariamente ao chegar a farmacia, assim como um quadro destinado a
todo o tipo de comunicagoes representam outros exemplos da materializacao da metodologia
Kaisen e que se revelam pecas-chave nas reunioes referidas anteriormente.

Os exemplos apresentados demonstram como muitas vezes sao nNecessarios poucos
ou nenhuns recursos para originar melhorias significativas no desempenho da equipa e,
consequentemente da farmacia. Participar nas reunioes e aplicar na pratica esta ideologia fez
com que criasse linhas de pensamento e organizacdo de trabalho diferentes enquanto
desenvolvia um pensamento mais estratégico, cujo foco € a procura constante de melhores
solugdes, mais adaptadas ao contexto atual. Apesar dos trabalhos de grupo que sao
desenvolvidos ao longo do curso, considero que as tarefas que realizei em equipa ao longo do
estagio, assim como as preocupagoes a que estou agora mais atenta, apresentam uma maior
complexidade a qual esta associado um sentido de responsabilidade maior. Acredito que estas
sao ferramentas que me permitirao uma integragao mais facil e um melhor desempenho em

qualquer equipa que integre.

2.1.4. Profissionalismo da Equipa

Algo que é impossivel ignorar ao entrar na Farmacia de Celas é o profissionalismo da
equipa, profissionalismo este que contribuiu nao s6 para o meu rigor enquanto futura
profissional de saude, mas também para o meu crescimento pessoal.

A este profissionalismo esta associado um grande sentido de responsabilidade que me
foi incutido desde o primeiro dia. Ao ser totalmente integrada na equipa, integragao facilitada
pela boa disposicao que reinou ao longo de todo o estagio, cada falha minha iria ter
repercussoes no trabalho do resto da equipa. Assim, tal como cada boa ideia e decisao
acertadas foram elogiadas, também as falhas foram apontadas e explicadas, porque mais
importante do que saber qual é o erro, é preciso percebé-lo. Estas criticas construtivas sao
fundamentais naquele que, para muitos de nds, é o primeiro contacto com o mundo
profissional. Como “caloiros” deste mundo, nao sabemos tudo e nem sempre estamos certos,

saber aceitar as criticas e usa-las como ferramenta para crescer enquanto profissional e pessoa
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foi algo que pude desenvolver ao longo dos Ultimos meses e que agradeco a exigéncia tanto
da Dr.? Claudia Silvestre, como da restante equipa.

Mais do que alguém capaz de dominar o conhecimento do medicamento, o
farmacéutico é frequentemente o primeiro amigo a prestar solugoes para os problemas da
populacao e a nossa postura perante o utente vai determinar a confianga que vao depositar
em noés. Nao temos uma segunda oportunidade de criar uma boa primeira impressao e isto €
especialmente importante numa farmacia em que muitos dos utentes estao “de passagem” e
uma boa primeira impressao pode ser o motivo necessario para uma segunda visita. Este
aspeto nao foi nunca descurado do meu estagio e tive, sem duvida, os melhores exemplos de

uma equipa que prima pela simpatia, rigor e atengao com todos os seus utentes.

2.1.5. Prestacao de Servicos

A Farmacia de Celas é mais do que um sitio de dispensa de medicamentos e
aconselhamento de qualidade. E também um local que oferece um conjunto de servicos que
visa a melhoria da qualidade de vida dos seus utentes. Entre estes servigos estao consultas de
nutricao, consultas de podologia, fotodepilagio e outros tratamentos dermocosméticos,
medicao da tensao arterial e de parametros bioquimicos (glicémia, colesterol, triglicerideos) e
ainda administragao de vacinas e preparagao de medicamentos manipulados. Destaco a
presenca semanal de uma nutricionista que permite, também, que possam ser esclarecidas
duvidas relativamente a produtos de auxilio a perda de peso, por exemplo, que acabam por
ser bastante procurados.

Esta variedade de servicos da uma dinamica caracteristica a Farmacia de Celas, fideliza
utentes e permite aos estagiarios entrar em contacto com areas também exploradas no MICF,

como a area da nutrigao.

2.1.6. Preparacao de Medicamentos Manipulados

Apesar de cada vez menos comum, a preparagao de medicamentos manipulados é
outros dos servigos que a Farmacia de Celas oferece aos seus utentes e que ainda apresenta
um numero consideravel de pedidos. Estes sao requisitados quando se pretende ajustar a
composigao (qualitativa e quantitativa) ao perfil do doente, considerando-se assim uma
terapéutica individualizada. O facto de estarmos perante uma constante evolugao na industria,
aumenta a variedade de formulagoes e formas farmacéuticas disponiveis no mercado, o que

leva a que cada vez menos se recorra a preparagao de medicamentos manipulados.



O facto de a Farmacia de Celas dispor deste servigo, permitiu-me participar nesta
tarefa e aplicar conhecimentos teéricos e praticos adquiridos ao longo do curso. Destaco a
preparagao de uma suspensao oral de propanolol a 5% para uso pedidtrico. Apos a
confirmagao dos calculos correspondentes a preparagao em questao, para que seja verificada
a seguranca relativamente as doses, todos os passos do procedimento, realizados de acordo
com as boas praticas a observar na preparagao de medicamentos manipulados requeridas pelo
INFARMED, I.P. que visam a elevada qualidade destes medicamentos (Portaria n® 594/2004,
de 2 de Junho), foram explicados, nao sé durante a preparagao do medicamento manipulado
em si, mas também no, nao menos importante, preenchimento da sua folha de preparacao
com dados relativos ao doente, ao prescritor, a matérias-primas e respetivas quantidades e
numeros de lote, a0 modo de preparagao, caracteristicas organolépticas, prazo de utilizagao,
condigoes de armazenamento e calculo do prego de venda. Esta ficha tem de ser rubricada e
datada por quem preparou o medicamento e por quem supervisionou esta preparagao.

A forte componente pratica ao longo do MICF facilita a realizagdo deste tipo de

preparagoes que demonstram a versatilidade da classe farmacéutica.



2.2. PONTOS FRACOS (WEAKNESSES)
2.2.1. Atendimento ao Balcio

A passagem do back-office para o atendimento ao balcao foi talvez a etapa que mais a
prova me pos. Com o primeiro atendimento surge o medo de falhar e o sentido de
responsabilidade sobe exponencialmente. Numa farmacia em que a qualidade do atendimento
€ sem duvida dos pontos fortes, o medo de ficar aquém acrescentou algum nervosismo que
inicialmente nao me permitia ter um atendimento fluido nem demonstrar a maior confianga.
De notar a importancia da equipa da Farmacia de Celas nesta transi¢ao, pela confianga que
depositou em mim, que me permitiu tornar cada vez mais autbnoma, pela preparagao prévia
e pela constante ajuda, nunca me tendo deixado desamparada. Esta preparagao consistiu em
casos praticos simulados e na disponibilizagao de varios materiais que fui sempre aconselhada
aler.

O facto de estar um pouco formatada para os nomes de principios ativos foi outro
obstaculo com que me deparei. A associagao dos nomes comerciais dos medicamentos a
substancia ativa dificultou alguns atendimentos, que complicavam quando a unica referéncia
que o utente dava era a cor da caixa. Este ultimo aspeto tornou notdria a importancia da
fidelizacao do utente, pois o registo da sua compra permitiria facilmente identificar, através do
historico, qual a terapéutica habitual. Estes dois pontos justificam também a importancia de
comegar pelo back-office e a insisténcia da equipa para que percebesse a organizagao da
farmacia, que esta bem definida e é modificada de acordo com as necessidades, para além do

conhecimento das opgoes de que a Farmacia de Celas dispoe.

2.2.2. Limitacao no Tipo de Atendimento

Apesar de o primeiro caso de COVID-19 ter chegado a Portugal em margo, as
preocupagoes da populagao comegaram a surgir ainda em janeiro, comegando a recorrer as
farmacias para garantir (muitas vezes em quantidades excessivas) mascaras, alcool-gel, vitamina
C, ibuprofeno e paracetamol. A maior afluéncia a Farmacia de Celas nao representou uma
maior heterogeneidade de casos, antes pelo contrario, quase de um dia para o outro, as
restantes preocupagoes pareciam ter desaparecido. Grande parte dos atendimentos
resumiam-se a venda dos produtos referidos anteriormente, algo que nao permitiu explorar
por completo a heterogeneidade caracteristica do grupo de utentes da Farmacia de Celas
durante os primeiros meses de estagio.

O periodo apos o estado de emergéncia representou também alguns pontos negativos.

A diminuigao drastica no numero de utentes que se dirigiam a farmacia (justificada nao so6 pelo
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medo, mas pelo facto de ter sido levantada medicagao para longos periodos de tempo durante
os meses de fevereiro e margo) e a limitagao dos balcoes disponiveis para atendimento de
modo a garantir a distancia de seguranca, associado a uma interrupgao do estagio de cerca de
um més foram obstaculos com que me deparei ao retomar a Farmacia de Celas.

Apesar das dificuldades, sao estas situagoes que mostram a capacidade de resiliéncia
das equipas, teste que a equipa da Farmacia de Celas superou, sem nunca perder a boa-

disposicao e arranjando estratégias para dinamizar a farmacia e a equipa.



2.3. OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)
2.3.1. Novo Médulo de Atendimento

Uma das grandes oportunidades do meu estagio foi, sem dlvida, poder ter contactado
com o novo sistema informatico Novo Médulo de Atendimento, ferramenta que nao se
encontra, para j3, disponivel em todas as farmacias. O facto de ter trabalhado com ambas as
versdes do sistema informatico utilizadas na Farmacia de Celas (SIFARMA2000® e Novo
Moédulo de Atendimento) constitui um aspeto diferenciador do meu estagio, marcando-o
muito pela positiva. Mesmo existindo algumas dificuldades iniciais em aprender e dominar
todas as funcionalidades das duas versdes em simultaneo, o facto de serem ambas novidade
fez com que nao estivesse “presa” a habitos antigos ou fun¢coes memorizadas, encarando
inicialmente cada uma quase como uma ferramenta diferente. Numa fase posterior ja possuia
dominio suficiente para conseguir interligar as fungoes dos dois sistemas.

Apesar das falhas informaticas que obrigavam, muitas vezes, a reiniciar o atendimento,
pude acompanhar de perto as melhorias que iam sendo feitas ao sistema, contribuir com
sugestoes e esclarecer duvidas durante as visitas frequentes da Glintt Farma, responsavel pela

manutencao do sistema.

2.3.2. Formacao Complementar

A evolugao da Indlstria Farmacéutica faz com que seja necessirio um
acompanhamento constante das novidades existentes no mercado, uma vez que com o
aparecimento, cada vez mais rapido, de novas solugoes é importante o farmacéutico manter-
se atualizado de modo a poder sugerir as melhores opg¢oes para as necessidades dos seus
utentes, resultando numa maior satisfacio do doente. E nesta atualizacio que as visitas de
delegados de diferentes laboratérios desempenham um papel de extrema importancia por nao
s6 informarem que existem novidades no mercado, mas por explicarem o mecanismo de agao
e outras caracteristicas inerentes ao medicamento novo. Dai a importancia da aquisigao
continua de novo conhecimento, oportunidade que tive ao longo dos meses do meu estagio.

Estas formagoes, embora em menor numero que o habitual devido a limitagao da
realizagao de eventos, deram-me a possibilidade de assistir a langamentos de novos produtos
de marcas como Lierac, Jowaé, Phyto e Skinceuticals e de poder participar em formagoes no
ambito da COVID-19, mesmo antes da sua chegada a Portugal.

Nao s6 em formagoes externas pude beneficiar desta formagao complementar.
Diversas marcas de produtos dermocosméticos fazem aconselhamentos nas farmacias e estas

visitas permitiram-me conhecer melhor as particularidades de cada uma e esclarecer possiveis
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duvidas, algo extremamente util pois com a diversidade de op¢oes de que a Farmacia de Celas
dispoe, € necessario ter algum dominio das mesmas para conseguir demonstrar confianga ao

utente, resultando num melhor atendimento.

2.3.3. Estratégias de Dinamizacao: dos Cartazes a Loja Online

Como elemento completamente integrado, pude participar na sugestao de estratégias
para dinamizar a farmacia. O espirito empreendedor e inovador da Dr.* Claudia faz com que
a farmacia esteja em constante adaptacdo ao mundo atual, inovando nas mais diversas
vertentes, desde a apresentacio dos lineares, a realizagdo de cartazes apelativos e a
dinamizagao das redes sociais como estratégia de aproximagao a comunidade.

Tal como em qualquer outro lugar, o aspeto visual de uma farmacia também é
importante. A disposicao dos produtos e a existéncia de elementos visuais apelativos, que
dirijam o foco para determinados produtos, foram aspetos cuja importancia, embora ja
conhecida, fui verificando ao longo do estagio, possibilitando, muitas vezes, vendas cruzadas.

Tive oportunidade de criar diversos cartazes e publicagoes para redes sociais e destas
tarefas retiro ensinamentos também na area do marketing, referidos durante as discussoes de
ideias e que eram fundamentais para entender os objetivos de cada cartaz ou publicagao.

De modo a aproveitar as funcionalidades do Novo Médulo de Atendimento, participei
ainda no desenvolvimento de uma newsletter, para que sejam divulgadas campanhas,
promogoes, conselhos e noticias de uma forma mais direta ao utente, surgindo assim mais
uma ferramenta de adaptagao ao mundo digital e aproximagao ao utente da Farmacia de Celas.

A criatividade desempenha um papel relevante numa farmacia uma vez que tem de se
adaptar constantemente as novas necessidades dos utentes e as ameagas externas, de modo
a conseguir apresentar solugoes adaptadas a essas novas realidades. O facto de ter estagiado
numa farmacia focada na melhoria continua e de ter participado em todas as tarefas realizadas
permitiu-me desenvolver novas capacidades de resolugao de problemas, tornando-me mais

agil a apresentar possiveis solugoes.



2.4. AMEACAS (THREATS)
2.4.1. Medicamentos Esgotados

Bem antes do pico de afluéncia da populagao a farmacia, um problema com que
rapidamente contatei foi o facto da existéncia de medicamentos esgotados nos diferentes
fornecedores. Aconteceu ao atender, por vezes, nao conseguir disponibilizar ao utente o
medicamento em questao dado que se encontrava nesta situagao. Esta, nem sempre, é uma
problematica de facil resolugao, principalmente quando se trata de medicagao habitual. O facto
de nem todos os utentes aceitarem alternativas (quando existem), devido frequentemente a
desconfianga pelos medicamentos genéricos, constitui um problema para o utente, que nao
consegue ver satisfeitas as suas necessidades, mas também para a farmacia que nem sempre
tem a possibilidade de apresentar solugdes. Isto representa uma ameaga consideravel,
principalmente em farmacias como a Farmacia de Celas, com muitos utentes “de passagem”.
O facto de nao conseguir dispensar um determinado medicamento solicitado por um utente,
pode criar nele, consciente ou inconscientemente, a imagem errada da farmacia, por razoes
que a ultrapassam. Esta situagao foi agravada, principalmente, no més de margo, em que o
numero de vendas de determinados medicamentos aumentou exponencialmente,
consequéncia do panico instalado pela situagao nova para a qual nos estdvamos a preparar, a
chegada iminente de COVID-19 a Portugal.

De modo a tentar contornar, em parte, este problema, sempre que possivel fui
aconselhada a verificar a disponibilidade destes medicamentos esgotados nos fornecedores da
Farmacia de Celas, tarefa realizada pelo menos uma vez por dia. Esta preocupagao constante
demonstra, mais uma vez, o profissionalismo da equipa que me recebeu, cuja dedicagao e

preocupagao constante com o bem-estar da comunidade € impossivel negar.

2.4.2. Diversidade de Fontes de Informacio

A velocidade a que uma informagao errada circula foi ainda mais notoria nos ultimos
meses. Ao Dr. Google, associou-se o Dr. Facebook, Dr. WhatsApp e os ja conhecidos “conselhos
dos vizinhos e amigos”, que sao sempre infaliveis para quem os recebe. Estas fontes estiveram
na base do panico implementado durante os primeiros meses do meu estagio.

O facto de um virus ter trazido consigo uma realidade nova, em que todos os dias
eram divulgadas informagoes diferentes, por vezes até contraditorias, nao contribuiu para o
combate a este problema. O panico gerou uma enorme afluéncia a farmacia, esgotando, rapida
e desnecessariamente, stocks de diversos produtos, uma vez que a produgao e a disponibilidade

dos mesmos nunca estiveram comprometidas. Mesmo com a passagem desta informagao aos
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utentes por parte da equipa da Farmacia de Celas, verifiquei que o peso de noticias das redes
sociais e de informagoes sem qualquer base cientifica foi, muitas vezes, superior a informagao
disponibilizada por profissionais de saltide altamente qualificados. Nao por falta de confianga
nestes, mas por acreditarem que as restantes informagoes também poderiam estar certas,
entao mais valia prevenir.

Estas situagoes podem, inevitavelmente, representar um perigo de dimensao
catastrofica para a saude publica. O facto de cada vez mais a informagao estar apenas a um
clique de distancia, nao apresenta s6 vantagens. A facilidade com que é publicado contetdo
faz com que seja necessaria uma capacidade de filtragem superior, de modo a distinguir o que
é verdadeiro, do que é falso. Acredito que o papel do farmacéutico é de extrema importancia
nesta ameaga, uma vez que através do contacto direto com o utente pode contribuir no
desenvolvimento de ferramentas capazes de ajudar na escolha das fontes de informagao a que

ird passar a recorrer.

2.4.3. Facilidade de obtencao de produtos fora da farmacia

Apesar de nao representar das situagdes mais comuns, por vezes alguns utentes
dirigem-se a farmacia a procura de conselhos, por exemplo relativamente a produtos
dermocosméticos, no entanto, no final referem que conseguem obter os produtos noutros
locais, como lojas online, por pregos inferiores. O mesmo se aplica no caso de medicamentos
nao sujeitos a receita médica (MNSRM). A ideia de que as promocgoes e descontos em
superficies comerciais e lojas online fazem dos seus produtos, produtos mais baratos do que
os produtos a venda numa farmacia nem sempre estd correta, como pude varias vezes
confirmar. No entanto, a facilidade na obtengao de produtos a partir de, mais uma vez, um
simples clique, representa uma ameaga. Nao ignorando estes fatores, a Farmacia de Celas
respondeu a situagao através da criagao de uma loja online na plataforma Facebook. Podem
também ser realizados pedidos através do e-mail da farmacia, telefone e WhatsApp,
disponibilizando diferentes formas de pagamento e entrega ao domicilio.

Torna-se importante reforcar a ideia de que a aquisicao de produtos numa farmacia
nao é s6 uma compra, associado a aquisicao do produto esta um aconselhamento profissional,
altamente qualificado e gratuito, que vai permitir o seu uso correto e em seguranga, facilitando
o alcance dos melhores resultados, algo dificil de obter em qualquer outra plataforma ou
estabelecimento comercial.

Destaco, novamente, a criatividade e a versatilidade que os farmacéuticos necessitam

de demonstrar na adaptagao a novos problemas e ameagas.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Desde o primeiro dia do meu estagio que me foi dito que o meu percurso dependeria
de mim, da minha vontade de aprender e da maneira como encarasse os desafios. Hoje,
terminado o estagio, percebo o porqué. O empenho e a dedicagao de toda a equipa para me
proporcionar o melhor e mais completo estagio estiveram sempre presentes, assim, apenas o
meu comportamento poderia ditar o resultado desta etapa do meu percurso académico.

Olhando para o dia 6 de janeiro de 2020, vejo o quao desfocada estava a minha imagem
de uma farmacia comunitaria. Agora, com uma visao mais clara, estou mais preparada para
exercer também o meu papel na comunidade, ciente de que se avizinha ainda um longo
caminho de aprendizagem, mas motivada para o percorrer.

A realizagao do estagio durante um periodo de pandemia fez-me ver de perto a
verdadeira resiliéncia de um farmacéutico, a capacidade de adaptagao ao caos, que algumas
vezes se instalou. Mesmo em situagdes de cansago extremo, o farmacéutico comunitario
demonstra a verdadeira esséncia daquele que é um profissional de saide cujo foco é o bem-
estar do outro, é a capacidade de continuar a procura de solugdes para problemas que teimam
em surgir, enquanto mantém a simpatia e o sorriso para quem o procura.

Algo que ouvi durante este periodo e que foi impossivel esquecer é que em tempos de
crise, muitos choram e outros vendem lengos de papel. Aprendi neste estagio que quando os
problemas surgem, nao basta querer vender lengos de papel, tenho de saber vender os
melhores lengos de papel sem nunca me esquecer dos conselhos de utilizagao.

Agradego a Dr.” Claudia Silvestre, a Dr.* Catarina, a Dr.? Rita, a Cristina e a Isabel, por
terem confiado em mim e me terem dado todas as ferramentas para concluir o meu estagio
nao sé mais preparada para ser uma melhor profissional, mas também uma melhor pessoa,

extremamente grata pelos valores e ensinamentos transmitidos ao longo de todo o estagio.
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PARTE Il

Monografia

‘“Alcaldides Pirrolizidinicos:

uma revisao sobre a problematica de que apenas o futuro dira a
dimensao”



RESUMO

Os alcaldides pirrolizidinicos sao metabolitos secundarios, exclusivos de algumas
espécies vegetais, na sua maioria plantas infestantes (ervas daninhas), cuja toxicidade,
documentada e conhecida ha varias décadas, é capaz de afetar desde a vida animal selvagem,
ao Homem. Algumas espécies produtoras destas fitotoxinas podem ser usadas para fins
medicinais ou na produgao de medicamentos, no entanto a presenga, ja demonstrada, na
cadeia alimentar, em quantidades superiores as esperadas e em todo o tipo de géneros
alimenticios, justifica a preocupagao crescente relativamente a esta contaminagao. A
diversidade estrutural destes compostos, aliada as variagoes com que ocorrem nas diferentes
matrizes, dificultam a descricio de um método de analise comum. No entanto, em 2019 foi
aberto para consulta publica um capitulo geral, especificamente destinado aos alcaldides
pirrolizidinicos, a incluir pela primeira vez na Farmacopeia Europeia.

Torna-se relevante a partilha dos conhecimentos cientificos ja validados que, embora
longe de serem suficientes para se conhecer a verdadeira dimensao da exposicao a alcaloides
pirrolizidinicos, sao necessarios a todos os que participam na garantia da seguranca dos
consumidores, entre os quais Farmacéuticos, para que possam constituir parte ativa na

resolucao desta problematica.

Palavras-chave: Alcaloides Pirrolizidinicos, Biossintese, Toxicidade, Exposicaio Humana e

Animal, Avaliagao de Risco, Métodos de Anilise.
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ABSTRACT

Pyrrolizidine alkaloids are secondary metabolites, exclusive to some plant species,
mostly weeds, whose toxicity, documented and known for several decades, is capable of
affecting from wildlife to humans. Some species producing these phytotoxins can be used for
medicinal purposes or in medicines’ production, however, the presence, already
demonstrated, in the food chain in higher quantities than expected and in all types of foodstuff,
justifies the growing concern about this contamination. The structural diversity of these
compounds, along with the variations with which they occur in the different matrices, make it
difficult to describe a common method of analysis. However, in 2019 a general chapter
specifically covering pyrrolizidine alkaloids was launched for public consultation and included,
for the first time, in the European Pharmacopoeia.

It is important to share the scientific knowledge already validated which, even though
is far from sufficient to understand the true extent of the exposure to pyrrolizidine alkaloids,
is needed by all those involved in ensuring the safety of consumers, including Pharmacists, so

that they can play an active role in addressing this issue.

Keywords: Pyrrolizidine alkaloids, Biosynthesis, Toxicity, Human and Animal Exposure, Risk

Assessment, Methods of Analysis.
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ABREVIATURAS

ALARA - Tao baixos quanto possivel (As
low as reasonably achievable)

APs — Alcaloides Pirrolizidinicos

BfR - Instituto Federal de Avaliacao dos
Riscos (Bundesinstitut fuer Risikobewertung)
CoP - Codigo de Praticas (Code of Practice)
CYP450 - Citocroma P450

DHP - Dihridronecinas

DHPA - Alcaléides Dihidropirrolizidina
DNA - Acido Desoxirribonucleico
EDQM - European Directorate for the
Quality of Medicines

EFSA - Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (European Food
Safety Authority)

EMA - Agéncia Europeia do Medicamento
(European Medicines Agency)

FAO - Organizacao para a Alimentagao e

Agricultura (Food  and  Agriculture
Organization)
FDA - Agéncia Americana para a

Seguranga Alimentar e do Medicamento
(Food and Drug Administration)

FMOs - Monooxigenases que contém
Flavina (Flavin-containing Monooxygenase)
GACP - Boas Praticas Agricolas e de
Colheita (Good Agricultural and Collection
Practice)

GC - Cromatografia de Fase Gasosa
GSH - Glutatiao

HMP - Produtos Medicinais a Base de
Plantas (Herbal Medicinal Products)

HMPC - Comité de Produtos Medicinais
a Base de Plantas (Herbal Medicinal Products
Committee - EMA)

HSOS - Sindrome de Obstrucao
Sinusoidal

HSS - Homospermidina Sintase

HVOD - Doenga Veno-oclusiva Hepatica
IARC - Ageéncia Internacional para a
Pesquisa sobre o Cancro (International
Agency for Research on Cancer)

LC - MS - Cromatografia Liquida acoplada
a Espetrometria de Massa (Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry)
LC-MS/MS - Cromatografia Liquida
acoplada a Espetrometria de Massa
Bidimensional  (Liquid ~ Chromatography-
(tandem) mass spectrometry)

MS/MS - Espetrometria de Massa
Bidimensional

OMS - Organizagao Mundial de Saude
Painel CONTAM - Painel Cientifico dos
Contaminantes da Cadeia Alimentar
PANO - N-Oxidos de alcaldides
pirrolizidinicos

PISQ - Programa Internacional de
Seguranga Quimica

SCX - Cromatografia de Forte Troca
I6nica (Strong Cation Exchange)

SPE - Extragao em Fase Solida (Solid Phase
Extraction)

SPME - Microextracao em Fase Sélida

(Solid Phase Microextraction)
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I. INTRODUCAO

Os alcaldides representam um grupo de compostos azotados que ocorrem em plantas,
fungos e alguns microrganismos, dotados de atividade biologica e que, por isso medeiam, na
natureza, diversas fungdes bioldgicas e ecofisiolégicas'. Quando presentes nas plantas,
ocorrem sob a forma de sais de acidos organicos ou em combinagao com outros compostos,
como os taninos'. A maioria dos alcaldides apresenta propriedades basicas e caracter
hidrofébico, sdo sollveis em solventes orginicos apolares e no dlcool' e sio dotados de
atividades biologicas, alguns notabilizados pelo potencial toxicolégico ou farmacolégico'.

Dentro das familias de alcaléides conhecidas, os alcaléides pirrolizidinicos (APs) tém
recebido atencio crescente nas Ultimas décadas devido ao seu potencial toxicoldgico'”
Centenas de APs estruturalmente distintos ja foram identificados em milhares de espécies
vegetais °. Muitas delas sio plantas infestantes (ervas daninhas) que, ocorrendo em campos de
cultivo, mesmo em baixa densidade, sao capazes, por mecanismos fisiologicos, de transferir
APs para as plantas da cultura, além de, por insuficiéncias de triagem nas fases de colheita e
pos-colheita, poderem ser fonte de contaminagao dos produtos da cultura. As maiores
preocupagoes recaem sobre as contaminagoes de cereais e de matérias-primas vegetais usadas
na produgao de suplementos alimentares, de produtos medicinais a base de plantas e de outros
produtos de fronteira’. A crescente sensibilizagdo relativa a2 contaminagio de alimentos e
produtos medicinais por parte destes metabolitos secundarios, em todo o tipo de géneros
alimenticios justifica o interesse e preocupagio em torno deste tema'.

Com este trabalho, pretendemos reunir e sistematizar a informagao relevante sobre
alcaloides pirrolizidinicos, desde a sua natureza quimica, a ocorréncia natural, a toxicidade, os
fatores que contribuem para a exposicao e para o risco, abordagens laboratoriais de
despistagem e de quantificagao, etc. Esta informagao é da maior relevancia para todos aqueles
que contribuem para a segurang¢a dos consumidores, em particular aos Farmacéuticos, agentes
de primeira linha de saude publica e atores fundamentais em setores de atividade onde esta

problemitica tem impactos significativos™*.
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2. ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS

Os alcaldides pirrolizidinicos sao metabolitos azotados, exclusivos de algumas espécies
vegetais®®, que resultam do catabolismo da L-arginina e da L-ornitina, assegurando uma forma
de eliminagdo de azoto da célula vegetal®. O sabor amargo’ e a toxicidade, sobretudo para os
organismos superiores, conferem-lhes o papel ecofisiologico de dissuasores da predagao por

herbivoros”'*'%,

2.1. OCORRENCIA BOTANICA

Cerca de 95% dos APs sao encontrados em apenas cinco familias de plantas: Asteraceae,
Boraginaceae, Fabaceae, Orchidaceae e Apocynaceae®''*. Presentes em mais de 6000 espécies
distribuidas pelo mundo inteiro, maioritariamente plantas infestantes (ervas daninhas), algumas

delas usadas para fins medicinais (Tabela | — Anexo)"'%'*!>!¢

, outras para cobertura e
melhoramento dos solos e até como plantas ornamentais, constituem provavelmente a toxina
de origem natural mais amplamente distribuida, capaz de afetar desde a vida animal selvagem,
a criacio de gado e a0 Homem'>'*™'®,

O teor em alcaléides pirrolizidinicos nio pode ser generalizado'. E dependente de
fatores como a espécie, parte da planta, estagao do ano, localizagao geografica e ainda dos
processos de colheita, armazenamento e extragao ®>'*'°, Estas toxinas estio maioritariamente
produzidas nas raizes e depois concentradas nas sementes e partes floridas das plantas, em
quantidades menores nas folhas, nos caules e nas raizes®".

Algumas espécies produzem exclusivamente determinado(s) tipo(s) de APs, outras, a

maioria, produzem misturas de APs de varios tipos, num intervalo de menos de 0,001% a 5%

em certas sementes'’.

2.1.1. Caracteristicas Estruturais

Os alcaldides pirrolizidinicos sao compostos organicos que incluem o heterociclico
azotado pirrolizidina, hidroximetilada no carbono | e hidroxilada no carbono 7". Estas bases
azotadas, genericamente designadas por necinas, sao esterificadas por acidos organicos, em
geral de cadeia ramificada (acidos nécicos)"”'*'*°, Até a data, sdo conhecidas mais de 600
estruturas de alcaléides pirrolizidinicos', diversidade que decorre do nimero de combinagdes
possiveis entre as varias necinas e uma gama ainda mais diversificada de acidos nécicos, bem
como do tipo de esterificagdo, mono- ou di-esterificadas, em configuragoes ciclicas ou

aciclicas"”".
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Coocorrem, principalmente, sob a forma de bases terciarias — solGveis em metanol e
em solventes apolares, como o diclorometano — ou sob a forma de N-oxidos — idces
quaternarios, sollveis em 4gua, metanol ou acetonitrilo'?, que é normalmente a forma
dominante no tecido vegetal'.

Os aminoalcodis, ou necinas, sao derivados da pirrolizidina. Este nucleo pirrolizidina é
constituido por dois anéis de cinco carbono, saturados, com um atomo de azoto entre eles e
muitos alcaléides pirrolizidinicos apresentam uma dupla ligagio entre o carbono | e 2 "'¢%,
Apenas os alcaldides pirrolizidinicos 1,2- insaturados sio considerados téxicos '°,
contrariamente aos alcaldides pirrolizidinicos saturados’. Para além do caracteristico nlcleo
pirrolizidina, a maioria das necinas sao hidroxiladas em CI"’. Uma segunda hidroxilagio em
C7 pode ocorrer — esta é a modificagio mais frequente em necinas saturadas — e,
ocasionalmente, as necinas apresentam também hidroxilagio em C2 ou Cé '/, o que resulta
na formagio de estereoisomeros »°. A esterificacio pode ocorrer em C7 e/lou C9 ' e de acordo

com o tipo de esterificagao, os alcaldides pirrolizidinicos podem apresentar-se como

monoésteres, diésteres ou diésteres macrociclicos®' (Figura 1).
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Figura |. Estruturas fundamentais dos alcaldides pirrolizidinicos. A- hHdroximetilpirrolizidina (necina); B-
Necina, |,2-insaturada e 7-hidroxilada na forma N-o6xido (retronecina); C- Diésteres derivados de necinas e
acidos nécicos.

Com base na estrutura da necina, os APs classificam-se nos tipos retronecina,
heliotridina, otonecina ou platinecina, sendo que nos APs do Ultimo tipo, ao contrario dos
restantes, a necina é saturada'?'. A otonecina ¢, do ponto de vista estrutural, a mais distinta
ao apresentar um anel monociclico, diferenciando-se das restantes que apresentam anéis
biciclicos e ainda é oxidada em C8 ’. A retronecina e a heliotridina sio diastereoisémeros em

c7'.
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OH

Figura 2. Tipos de necinas que classificam os alcaldides pirrolizidinicos: A- Retronecina B- Helionecina, C-
Otonecina, D- Platinecina.

Contrariamente as necinas que exibem um nucleo estrutural comum, os acidos nécicos

~ . . 7 ’ . . ~ .
sao, estruturalmente, muito diversos’. Também o tipo de combinagao das necinas com os
acidos nécicos de que resultam mono-éteres,, diésteres aciclicos ou diéteres ciclicos contribui

para a diversidade dos APs'. Na Figura 3 apresentam-se, a titulo de exemplo, diferentes tipos
de APs.

Figura 3. Intermedina: monoéster da retronecina com o acido traquelantico (caracteristico das Boraginaceas),
B- Equimidina: diéster aciclico da retronecina com o acido traquelantico e o acido angélico. C- Senecionina:
diéster macrociclico caracteristico da familia Asteraceae.

Os acidos nécicos dicarboxilicos macrociclicos tém particular interesse por serem os
de maior toxicidade potencial ’.
As necinas podem ainda ser esterificadas com 4cidos com sistemas aromaticos', algo

raro mas que distingue os APs caracteristicos da familia Orchidaceae’.

Para além da classificagao mencionada, baseada nas estruturas das necinas, os APs sao
frequentemente classificados em cinco tipos diferentes (senecionina, triangularina, licopsamina,
monocrotalina e falaenopsina), atentendo a combinagio de necinas e 4cido(s) nécico(s) ' e a
origem taxonémica 2.

O maior grupo é o grupo dos alcaldides do tipo senecionina, encontrados,

7,13,18,22

principalmente, em espécies da familia Asteraceae, em especial do género Senecio ou do
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género Crotalaria, da familia Fabaceae’. Este grupo é constituido, maioritariamente, por
diésteres macrociclicos”. A necina é, na maioria dos casos do tipo retronecina, podendo
também ser do tipo platinecina ou otonecina ”"* esterificadas nos grupos hidroxilo em C7 e
C9 ’. Os 4cidos nécicos deste tipo APs sio tipicamente dicarboxilicos, ramificados e com 10
dtomos de carbono, derivados de duas moléculas de L-isoleucina’ e de cuja esterificagio
resultam anéis macrociclicos de 12 dtomos (com exce¢ao de um pequeno grupo de alcaloides
que forma anéis com 13)’.

Os APs do tipo triangularina constituem o segundo grupo e estao presentes em
algumas espécies de Senecio e da familia Boraginaceae ’. Sio mono ou diésteres de cadeia aberta
de acidos nécicos pentacarbonados’.

O terceiro tipo de APs sao do tipo licopsamina, principalmente encontrados na familia

7,13,22

Boraginaceae, no género Eupatorium, da familia Asteraceae e em espécies da familia

Apocynaceae . Sao mono ou diésteres de cadeia aberta "

e alguns destes alcaloides tém
caracteristicas comuns aos dois grupos anteriores ’. A necina pode ser do tipo retronecina
como do tipo heliotridina ".

Os alcaldides do tipo monocrotalina representam o quarto grupo e sao

71322 em espécies do género Crotalaria".

predominantemente encontrados na familia Fabaceae
Sao APs macrociclicos, semelhantes aos APs do tipo senecionina, esterificados em C7 e C9
;. ;. . ”. . . T , 7
com acidos nécicos dicarboxilicos mas definindo um anel macrociclico com || atomos’.
O quinto grupo é constituido pelos alcaloides do tipo falaenopsina e ipangulina,
caracterizados ésteres de acidos aromaticos a esterificar uma necina, normalmente saturada.

Sio tipicos da familia Orchidaceae”*

. A parte acidica deste tipo de APs apresenta uma elevada
diversidade estrutural e pode incluir acidos aromaticos simples, como o acido benzdico, ou
mais complexos, como o 4cido nervogénico’.

E importante referir que, para além dos cinco tipos de alcaléides pirrolizidinicos
referidos, existem ainda outros que sao ésteres de acidos de cadeia muito curta cujas

caracteristicas nio permitem agrupa-los em nenhum dos tipos anteriores’.

2.1.2. Biossintese

Os mecanismos de biossintese dos APs tém vindo a ser elucidados nas ultimas

1,7,23 1,13,20

décadas Esta sintese ocorre nas raizes , na forma de N-Oxidos de alcaloides
pirrolizidinicos (PANO)"”?. Estas formas quaterndrias, por serem extremamente sol(veis em
4gua, sio facilmente transportadas para as partes aéreas das plantas armazenadas' nos

vactolos®. PANO podem depois ser reduzidos, dando origem a base terciaria’.
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A teoria mais unanime sobre as primeiras etapas da biossintese dos APs defende que
a formagao do nucleo pirrolizidina se inicia com a condensagao de duas moléculas de

putrescina, resultante da conversio da arginina e da ornitina®, numa catalise, NAD"

1,7,10,23

dependente'®, pela homospermidina sintase (HSS) . De facto, é nesta primeira etapa

biossintética que as opinides cientificas se dividem, pois alguns autores defendem que esta
sintese tem como substrato uma molécula de putrescina e outra de espermidina’. Em todo o
caso, ambas as teorias podem estar corretas, tal como é sugerido por um estudo em que a
sintese bacteriana de homospermidina aceita como substratos, tanto putrescina como a
espermidina como substrato'. A HSS (enzima que parece ser exclusiva das espécies produtoras

7,10

de alcaloides pirrolizidinicos”™™) catalisa a transferéncia do residuo |,3-diaminopropano da

7,10,22

putrescina ou espermidina para a segunda molécula de putrescina”™~, com formagao do

intermediério simétrico denominado homospermidina'’.

HoN
H2N HSS / NADH HSS / NADH HSS / NAD+
HSS / NAD* Lis—NH, Lis—NH,
Lis-NH, |T'S
N N
NH / NH,
/\/\/ NH,
H3C
Putrescina
HoN H,N HoN
HoN
NH, HoN
Espermidina 1,3-diaminopropano Homoespermidina

Figura 4. Mecanismo de sintese da homospermididina. O grupo amina de um residuo de lisina (Lis) reage com
a molécula de espermidina (ou de putrescina), libertando |,3-diaminopropano com redugio de NAD" a NADH,
cofactor da HSS. Em seguida, o residuo é transferido para a molécula de putrescina, regenerando a lisina e
formando um intermediario, que é reduzido pela HSS ligada a NADH para libertar a homospermidina e reciclar
o complexo HSS/NAD* 7.

A homospermidina é oxidada a 4,4’-imunodibutanal, segundo se pensa por catilise de
diaminas oxidases dependentes de cobre e sofre ciclizagdo originando pirrolizidina-|-
carbaldeido, seguida de redugao, dando origem a | -hidroximetilpirrolizidina"’. Nao ha certezas
relativamente as enzimas responsaveis, mas sabe-se que a |-hidroximetilpirrolizidina é

percursora da retronecina’.
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Contrariamente as necinas que sao sintetizadas através de uma via comum, os acidos
nécicos, maioritariamente derivados de L-valina, L-leucina, L-isoleucina e L-treonina"'®,
dependem de diferentes mecanismos biossintéticos’. A sintese de acidos monocarboxilicos
como o acido angélico ou o acido tiglico (pentacarbonados) ocorre por degradagao da
treonina' a 4cido 2-oxobutandico que, da interagido com piruvato, origina isoleucina'. Por sua
vez, a isoleucina sofre uma série de reagoes das quais vai resultar a formagao de tiglil-CoA e
este pode ser isomerizado a angelil-CoA’. Finalmente, os residuos dos 4cidos tiglico e angélico
podem ser transferidos para as necinas e, consequentemente, a coenzima A é libertada’. No
caso da sintese de acidos dicarboxilicos, como o acido senecidico, o viridiflérico e

traquelantico é a valina que reage com acetaldeido ativado'.

2.2. TOXICINETICA

Os APs estao entre as mais potentes toxinas naturais. A toxicidade destes compostos
esta documentada e é a principal caracteristica associada a atividade bioldgica, quase a Unica'.

Apos ingestio, a absor¢io ocorre no trato gastrointestinal"'’ e a sua lipofilicidade
facilita a distribuicio por varios compartimentos, incluindo a placenta'. A eliminagio ocorre,
maioritariamente (cerca de 80%) através da urina, das fezes e do leite, depois de varias etapas
de metabolizacio e/ou conjugagio que originam metabolitos hidrossoluveis'.

Se por um lado a metabolizagao favorece a clearance, por outro, é a origem dos
metabolitos ativos responsaveis pela toxicidade. O figado é o 6rgao onde ha maior acumulagao
de alcaléides e onde ocorre, maioritariamente, a referida ativacio dos APs"'*%.

Sao trés as principais vias de metabolizagao de APs: a hidrélise mediada por esterases,
que resulta na produgao de necinas e acidos nécicos através da quebra das ligagoes éster em
C7 e C9; a N-oxidagao (exclusiva dos APs do tipo retronecina e heliotridina), que, como o
nome indica, leva a formagao de N-oxidos de alcaldides pirrolizidinicos; e a oxidagao (exceto
APs do tipo otonecina, N-metilados) origina ésteres pirrolicos, pirrois ou alcaldides
dihidropirrolizidinicos (DHPA)""'**,

A hidrélise pode ocorrer no intestino ou durante todo o ciclo de distribuigio®,
juntamente com a N-oxidagao, que permite a formagao de PANO:s, sollveis em agua e por
isso mais facilmente excretados, constituem as duas vias importantes de clearance"'*?*%. As
enzimas responsaveis pela oxidagao dos alcaldides pirrolizidinicos a DHPA sao
monooxigenases do citocromo P450 (CYP450), sobretudo as isoformas CYP3A e CYP2B""*%,
Estas enzimas explicam, em parte, as diferencas de suscetibilidade entre espécies a estes

compostos'.
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A formacao de DHPA ocorre através da hidroxilagao da necina em C3 ou C8, no caso

1,7,13

especifico dos alcaloides pirrolizidinicos do tipo retronecina e heliotridina™”™*. Ja no caso dos

713 seguida do fecho do anel’. Estes

APs do tipo otonecina, é necessaria a N-desmetilagao
metabolitos reativos sao capazes de se ligar a macromoléculas como o glutatiao (GSH) e de
formar conjugados mais hidrossoluveis, de grande relevancia para clearance'’”. Contudo, se
os niveis de intermediarios reativos forem muito elevados, provocando deplegao de GSH, o
que vai causar lesdes hepiticas graves’. Da mesma maneira que se ligam a moléculas como o
glutatido, os ésteres pirrdlicos, instaveis e altamente reativos”, podem também ligar-se a
nucledfilos com enxofre, azoto ou oxigénio, nomeadamente, proteinas e a acidos nucleicos,
levando a formagio de adutos' e dar inicio a aberragdes cromossémicas, genotoxicidade e
carcinogénese'***. Depois do figado, os pulmdes, sio o segundo maior alvo da toxicidade'.

Os pirréis podem ainda sofrer hidrolise originando dehidronecinas (DHP), que sao,
também, metabolitos téxicos, mas menos reativos que os ésteres pirrolicos anteriormente
mencionados"”".

Como referido, uma das vias catabdlicas é a N-oxidagao catalisada por monooxigenases
que contém flavina (FMOs), resultando na formagao de N-6xidos de alcaldides

713 Os APs N-metilados do tipo otonecina nio sdo suscetiveis a esta oxidagio’.

pirrolizidinicos
Os N-6xidos formados ficam disponiveis para a conjugacio e consequente excregio®,
contudo, podem também ser reconvertidos nas formas nao oxidadas, renovando o seu

713 O balanco entre a

potencial de toxicidade e reiniciando os mecanismos de clearance
formacao de DHPA e a formagao de compostos de desintoxicagao, como as necinas, acidos
nécicos e N-oxidos de alcaldides pirrolizidinicos é outro fator que desempenha um papel

relevante na explicagdo das diferencas de suscetibilidade entre espécies"’ (Figura 5).
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Figura 5. Metabolismo dos alcaléides pirrolizidinicos |,2—insaturados.

Os APs que apresentam necinas saturadas, como APs do tipo platinecina, nao sao
considerados toxicos”?. Contrariamente aos APs |,2—insaturados e o metabolismo oxidativo
dos APs do tipo platinecina resulta em compostos polares nao reativos que sao facilmente

excretados devido a sua solubilidade em agua’®.

2.3. ASPETOS TOXICOLOGICOS
2.3.1. Intoxicacoes Agudas e Cronicas

Uma vez que é no figado que ocorre, maioritariamente, a bioativagao de APs, este é o
principal alvo da toxicidade destes compostos"'’ e as lesdes causadas nos hepatocitos e nas
paredes das veias hepiticas levam ao desenvolvimento de Doenca Veno-oclusiva Hepatica
(HVOD)", atualmente denominada Sindrome de Obstrugio Sinusoidal (HSOS)' e é a

manifestacao clinica mais frequente'3, sendo mesmo considerada um marcador/indicador de
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intoxicagio por APs'. Os sintomas incluem vémitos, aumento do figado e diarreia
hemorragica'.

Ha evidéncias que sugerem que uma Unica exposicao a APs pode desencadear o
desenvolvimento de patologias hepaticas cronicas sem a intervengio de qualquer outro fator?,
sendo, por isso, recomendavel que a exposicdo a estas toxinas seja a menor possivel'’. Dado
que o potencial toxicologico de cada alcaldide e as relagoes entre doses e efeitos continuam
por esclarecer®® e que as informagdes sobre as consequéncias, a curto e a longo prazo, das
intoxicagoes, sao escassas, € impossivel determinar a incidéncia e avaliar se a exposicao a estas
toxinas resulta, ou nio, num aumento de doengas cronicas hepaticas no Homem®. Os adutos
formados ja demonstraram possuir estabilidade suficiente para serem usados como
biomarcadores de HSOS induzida por APs assim como de tumores hepaticos'. O facto de
adutos pirrol-proteinas ja terem sido detetados no sangue de pacientes com doengas hepaticas
consolidou a hipotese de que podem ser podem ser usados para monitorizar ou diagnosticar

doencas hepéticas crénicas'.

2.3.2. Genotoxicidade e Carcinogenicidade

O desenvolvimento de tumores no Homem enquanto consequéncia direta do
consumo de APs ainda nao foi demonstrado'. No entanto, ja foi demonstrado que o
metabolismo da riddellina no Homem é semelhante ao metabolismo nos roedores' e envolve
a formagao de adutos de DNA, ja explicada"". Verificou-se que os niveis de adutos de DNA
induzidos por pirroéis estavam associados ao aparecimento de tumores e podiam por isso ser
usados como biomarcadores de carcinogenicidade causada por APs'. Uma vez que este
alcaldide induz o desenvolvimento de tumores em roedores, a possibilidade de desencadear
o mesmo efeito no Homem nio pode ser descartada'. Outros APs |,2-insaturados ja
revelaram o mesmo potencial tendo sido observada carcinogenicidade apos exposigao oral
cronica a vérios alcalbides deste grupo'.

Apos andlises realizadas a diversos produtos, em que espécies vegetais que contém
APs faziam parte da sua constituicao, a Agéncia Internacional para a Pesquisa sobre o Cancro
(IARC — Internacional Agency for Research on Cancer), reuniu evidéncia suficiente para classificar
trés APs — lasiocarpina, monocrotalina e riddelliina — como possiveis carcinogénicos para o
Homem — Grupo 2B'*'"**. Outros APs avaliados nio foram classificados (Grupo 3) devido a
limitagdes relativas a informacio disponivel'.

Segundo o Programa Internacional de Seguranca Quimica (PISQ) o nao

acompanhamento continuo e a longo prazo das populagoes expostas a APs torna impossivel
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avaliar o potencial carcinogénico de forma exata. No entanto, os efeitos carcinogénicos
demonstrados em espécies animais cujo metabolismo destas toxinas € idéntico ao do Homem

obriga a que o potencial carcinogénico também no Homem seja seriamente considerado '*%.

2.3.3. Outros Tipos de Toxicidade

Os pirrdis podem atingir as arteriolas pulmonares produzindo danos semelhantes a
HSOS, fazendo dos pulmdes outro alvo de lesdes'. Apos alcangarem os pulmdes, ocorre a
formacao de trombos e o espessamento das paredes dos vasos sanguineos leva a sua oclusao
e inflamagdo'. A combinagio destes fendmenos desencadeia, por fim, hipertensio pulmonar e
faléncia hepatica '.

Casos de neurotoxicidade e teratogenicidade também ja foram associados a estas
substancias, sendo este ultimo caso justificado pelo facto de alguns alcaldides pirrolizidinicos

conseguirem atravessar a placenta"”.

2.3.4. Fatores Influenciadores do Perfil Toxicolégico

A base estrutural para os efeitos toxicologicos dos APs ja foi descrita em alguns
trabalhos'. Mas diferencas toxicoldgicas entre APs dentro da mesma espécie e relativamente
aos mesmos alcaloides pirrolizidinicos entre espécies diferentes existem e nao podem ser
ignoradas' 7.

A presenga da dupla ligagao entre Cl e C2, encontrada nos APs do tipo retronecina,

heliotridina e otonecina tem sido associada a toxicidade destes compostos"®?°

, assim como a
presenca de um ou dois grupos hidroxilo ligados ao anel pirrol'. Outros estudos sugeriram
que a presenga de um grupo metilo em C1 é relevante, assim como a presenca de dois grupos
esterificados e uma ramificagio em pelo menos num dos 4cidos carboxilicos"?. Por esta razio,
os APs que apresentam maior toxicidade sao os diésteres ciclicos e os monoésteres sao
caracterizados pelo nivel mais baixo de leses"**>.

No entanto, nao sao s as caracteristicas estruturais que afetam o perfil toxicologico
dos APs. O facto de as diferentes vias metabdlicas tanto poderem levar a clearance como a
bioativagao, vai, inevitavelmente, influenciar a toxicidade dos alcaléides pirrolizidinicos'**’. O
balango entre estes dois processos vai ser determinado pela atividade e expressao enzimatica

que difere entre, por exemplo, espécies e géneros, e consequentemente vai influenciar a maior

ou menor suscetibilidade de alguns animais a toxicidade dos alcaléides pirrolizidinicos'**’. No
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entanto, o conhecimento relativo a expressao de enzimas € muito limitado para permitir que
se estabeleca uma relacio causal entre o metabolismo e a sensibilidade a toxina'.

Determinados metais e bactérias podem agravar intoxicagdes por APs'. A exposicio
simultanea a monocrotalina, em quantidades que normalmente nao causariam danos, € a um
dos principais componentes da membrana externa de bactérias gram-negativas, denominado
LPS, revelou potencial desencadear efeitos hepatotdxicos' e ao ser estudado o impacto de
uma dieta rica em cobre na toxicidade de APs descobriu-se que a exposi¢ao a retrorsina e
cobre leva a danos hepéticos mais graves do que a exposi¢io apenas a retrorsina'.

A toxicidade dos alcaloides pirrolizidinicos pode ainda ser influenciada pela idade e pelo
género, uma vez que existem evidéncias de que individuos do sexo masculino constituem um
grupo de risco'*, assim como bebés e fetos, que sio o grupo mais vulneravel ' e uma das
explicagoes para esta vulnerabilidade pode ser o facto de que neste ultimo grupo os niveis de
cobre no figado sio elevados naturalmente®.

Torna-se urgente a existéncia de informacao relativa ao perfil toxicolégico individual
destes compostos. Os alcaldides pirrolizidinicos que ocorrem como contaminantes
apresentam uma variedade estrutural consideravel, no entanto, a avaliagao toxicologica baseia-
se quase exclusivamente na informagao de alcaloides pirrolizidinicos como a lasiocarpina ou
riddelliina, considerados os mais toxicos*?*%. Esta abordagem pode resultar num exagero na
classificacao do risco e, consequentemente, na implementagao de medidas em marketing e
producio de alimentos e produtos medicinais®. Existem projetos de investigagio cujo objetivo
é verificar a hipotese de diferentes alcaloides pirrolizidinicos poderem apresentar poténcias
toxicoldgicas significativamente distintas. Testes in vitro, recorrendo a alcaldides
pirrolizidinicos selecionados, representativos de diferentes classes estruturais, ja foram

iniciados de modo a ser possivel estabelecer Fatores de Poténcia Relativa ***?%,
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3. A PROBLEMATICA DA CONTAMINAGCAO

Intoxicagdes pontuais, mas catastréficas, sio conhecidas, estio bem documentadas®*°

e nio sao um fenémeno novo*. Sio véarios os casos reportados de intoxicagdes graves em
paises em desenvolvimento por consumo de cereais contaminados™?”. O relato de
contaminagoes com APs estava, inicialmente, associado a estes paises, estavam geralmente
relacionadas com cereais e legumes ou com produtos vegetais usados nas medicinas
tradicionais. No entanto, nas décadas de 70 e 80, estudos de paises como o Reino Unido e
Estados Unidos da América, reportaram casos de cirrose provocada pelo uso de produtos
medicinais que continham alcaldides pirrolizidinicos, provando que estas situagoes podem
ocorrer mesmo em paises com servicos de salide desenvolvidos®. Apesar de intoxicagdes
agudas por APs serem pouco frequentes na Europa, as preocupagoes relativas a exposi¢ao
prolongada a estes contaminantes, mesmo que em quantidades residuais, através da
alimentacio ou produtos medicinais a base de plantas, sao cada vez mais justificadas *°. Assim,
a toxicidade crénica é agora, também, uma realidade' e os avangos no conhecimento sobre os
riscos e os teores de APs nestas matérias revelaram que a situagao € séria e tem uma escala
sem precedentes”.

Em 1988, A Organizacao Mundial de Saide (OMS) aconselhou a limitagao da exposi¢ao
a alcaléides pirrolizidinicos insaturados®. Nos anos 90, foram estipulados limites para o teor
em APs em produtos medicinais 2 base de plantas’. Os suplementos alimentares cuja
constituicao apresentasse plantas produtoras de alcaldides pirrolizidinicos foram banidos do
mercado dos Estados Unidos da Améria, em 2001, apds reconhecimento pela Food and Drug
Administration da falta de dados para garantia da seguranca do consumo destes produtos *. Em
2013, o Instituto Federal de Avaliagao dos Riscos (BfR — Bundesinstitut fuer Risikobewertung)
publicou resultados de andlises a 22| amostras de plantas para tisanas medicinais, que
revelando a presenga de alcaléides pirrolizidinicos, o que despoletou a discussao sobre uma
potencial contaminagio de matéria vegetal usada na produgiao de medicamentos®.

Uma das descobertas mais surpreendentes dos uUltimos anos nesta matéria relaciona-
se com a ocorréncia de um teor elevado em alcaldides pirrolizidinicos em alimentos vegetais
e em plantas para tisanas e outras preparagoes que, naturalmente, nao tém capacidade para

7,25,31

produzir APs”~”". Inicialmente este fendmeno era apenas justificado pela colheita acidental
simultanea de plantas infestantes produtoras de alcaldides pirrolizidinicos, no entanto, foi
recentemente evidenciada a transferéncia horizontal dessas toxinas, o que contribui, pelo

o~ 253132 A . , .
menos em parte, para a contaminagao . Transferéncias diretas entre folhas ou raizes ja

foram excluidas. Embora o processo exato de translocagao permanega desconhecido, este
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tipo de transferéncia envolve um uptake do solo, por difusao, sem necessidade de qualquer
transportador®', o que implica que a contaminagio possa ocorrer através de matéria vegetal
decomposta no solo®"*. Estas descobertas levantam algumas preocupagdes, principalmente ao
saber-se que, por exemplo, a presenga de uma Unica planta Senecio por hectare de plantagao
de Erva-de-Sao-Joao (Hypericum perforatum) é suficiente para que o teor de alcaldides
pirrolizidinicos na cultura exceda os limites recomendados pela Agéncia Europeia do
Medicamento (EMA — European Medicines Agency)*. Para garantir uma produgio livre de
alcaldides pirrolizidinicos, todas as plantas infestantes tém de ser completamente removidas
dos solos™?".

Os estudos realizados nos dltimos anos reforgam a ideia de que a presenga de APs na
cadeia alimentar é mais complexa do que inicialmente previsto e patologias crénicas associadas
a esta toxina facilmente passam despercebidas, tendo ja recebido a denominagao de “Doenga

Iceberb” %03

. Como ja referido, e o controlo do teor destas toxinas é dificultado pela
dispersao das espécies e pelos fatores dos quais depende a produgao, tais como a estagao do
ano °. Dado o desafio e a necessidade de um esforgo coletivo para reduzir a contaminagio
por alcaldides pirrolizidinicos, algumas entidades, tais como a Agéncia Europeia do
Medicamento, reconhecem que boas praticas agricolas e de colheita (GACP — Good Agricultural

and Collection Practice’®) precisam de ser refinadas e redirecionadas tendo em conta esta

problematica*.

3.1. CONSUMO HUMANO E ANIMAL

Desde os resultados das andlises de 2013 a produtos medicinais que a industria
farmacéutica direcionou parte do seu foco para a implementagao de medidas que visam evitar
ou reduzir, tanto quanto possivel, a exposi¢io a APs através destes produtos °. Embora plantas
produtoras e/ou que contenham APs possam ser usadas como plantas medicinais ou na
producdo de medicamentos, a exposigio por estes produtos é, por horma, minima’.

Contudo, a ocorréncia de APs na cadeia alimentar, no mel, em suplementos
alimentares, especiarias, etc., as principais fontes de exposicio do Homem a estas toxinas"'**
tem grande relevincia, nio obstante a escassez de dados cientificamente validados®. A
contaminagao de ovos e carne por parte destes metabolitos parece ser rara; no leite sao, por
vezes, encontradas concentragoes muito baixas, uma vez que as diluigdes no processamento
deste produto as reduzem relativamente ao leite inteiro e nao processado'.

A Agéncia Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA — European Food Safety

Authority) ja destacou a necessidade de reunir mais informagao relativa a contaminagao de
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produtos de origem animal, uma vez que a quantidade ingerida por quilograma de peso
corporal pode expor o consumidor a quantidades de alcaloides significativas, representando

um problema de seguranca alimentar sério”*”.

3.1.1. Fontes de Contaminacao

Um dos bens alimentares em destaque no que toca a esta problematica é o mel. Estima-

1202535 & tem recebido atencio crescente

se que seja uma das principais fontes de exposicao
nos ultimos anos". Sio varias as origens botanicas e geograficas dos APs encontrados' e este
“background” geografico é relevante", dado que consoante a matéria vegetal, o tipo e teor
destas toxinas varia'.

Consideradas as concentragoes ja encontradas em algumas amostras de mel, uma dose
equivalente a uma ou duas colheres de sopa por dia (equivalente a 10 - 20 g) pode facilmente
exceder o limite recomendado: méaximo de 1,0 ug de alcaléides pirrolizidinicos por dia"*. O
polen, a fonte original da contaminagao, transfere para o mel os APs, uma possivel filtragao
(para a remogao do pélen, com o objetivo de minimizar a contaminagio) é inatil""”.

Produtos a base de plantas para preparagao de tisanas, disponiveis em superficies
comerciais revelaram também um teor surpreendentemente elevado em alcaldides
pirrolizidinicos, incluindo o cha verde e cha preto"*. Nos Gltimos anos foi reportado que chas
e tisanas a base de plantas nao produtoras de alcaldides pirrolizidinicos, tais como
M.chamomilla ou Mentha x piperita L., podem apresentar quantidades elevadas destes
metabolitos como consequéncia de contaminagio cruzada'. Os APs mais frequentes sio do
tipo senecionina', sendo os PANOs predominantes, relativamente as bases tercidrias
correspondentes’.

Excluindo espécies associadas a tisanas e medicamentos a base de plantas, as espécies
mais associadas a intoxicagoes pertencem aos géneros Heliotropium e Crotalaria, que ocorrem
como infestantes (ervas daninhas) em culturas de cereais ou legumes. Esta situacao é
particularmente agravada pelas cheias e outras condi¢oes que favorecam o crescimento das
infestantes. Os géneros referidos anteriormente sao também reportados em casos de
intoxicagdes em animais, juntamente com espécies dos géneros Trichodesma e Senecio'’. Parte
do tratamento dos graos envolve a selegao e remogao de sementes estranhas antes da
moagem ou de qualquer outro procedimento posterior a colheita. Este tratamento nem
sempre é possivel ou eficaz, em especial, em paises em desenvolvimento, o que pode explicar
a diferenga no numero de casos de intoxicagao aguda registados nesses paises € em paises

ditos desenvolvidos®.
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Algumas espécies de Borago e Symphytum estao associadas a contaminagao de saladas
e folhas de Senecio vulgaris coocorrem, acidentalmente, em saladas comerciais pré-embaladas'?,
especialmente naquelas onde ha semelhangas morfoldgicas com as espécies alimentares;
algumas especiarias usadas na produgao de molhos e condimentos alimentares foram
reportadas como fonte de APs”.

As andlises realizadas a trés tipos de suplementos a base de plantas nao associadas a
producao de APs (Valeriana officinalis L., Hypericum perforatum L.), suplementos a base de
plantas produtoras de alcaléides pirrolizidinicos (B. officinalis, Eupatorium perfoliatum L.,
Eupatorium perfoliatum L., Pulmonaria officinalis L.) e suplementos contendo polen, propdlis e

geleia real, revelaram distintos niveis de contaminagio '

. Suplementos derivados de plantas
produtoras de alcaloides pirrolizidinicos sao os que apresentam maior quantidade de alcaldides
pirrolizidinicos, sendo os do tipo licopsamina (licopsamina, intermidina, equimidina) os mais
comuns '. No entanto, os restantes grupos revelaram também a presenca destes compostos,

provavelmente devido a contaminagdo cruzada .

3.1.2. Racoes

O registo da ingestao animal de alcaldides pirrolizidinicos na Uniao Europeia (UE)
apenas fornece estimativas gerais da quantidade e tipo de ragdes consumidas por diferentes
tipos de gado e deve-se ter em conta que as ragoes usadas na EU apresentam variagoes
significativas'.

Por norma, animais de pasto evitam este tipo de plantas, no entanto, em situagoes

extremas, como cheias e secas, estes podem nio ter outra opgao'>"’

uma vez que o alimento
é escasso'’. Problemas também podem surgir através da alimentagio sob a forma seca, como
feno e silagem, uma vez que nesta forma os animais ja nao conseguem distinguir as plantas
produtoras de alcaloides pirrolizidinicos das plantas de que se alimentam, porque o cheiro e
paladar sio menos notérios". As toxinas resistem aos processos de armazenamento e o facto
de se encontrarem totalmente misturadas com o restante alimento, faz com que estes
fenémenos de contaminagio estejam associados a uma elevada taxa de mortalidade'”.

Uma das recomendagoes da ESFA é a monitorizagao do teor em alcaldides

pirrolizidinicos em ragdes, dada a possibilidade (ainda nao confirmada) de ocorréncia de

exposigio humana a estas toxinas através da alimentagio de produtos animais®.
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3.2. CONTEXTO REGULAMENTAR
3.2.1. Limites

Mesmo nao sendo um fendmeno recente, apos a publicagao do BfR em 2013, tornou-
se evidente que a contaminagao com alcaldides pirrolizidinicos representa um problema de
salide sério e um grande desafio para a agricultura e horticultura em geral*’.

Num comunicado publico, em 2014, o Comité de Produtos Medicinais a Base de
Plantas (HMPC — Herbal Medicinal Products Committee) da EMA recomendou uma exposigao a
APs através de HMPs limitada a 0,35 pg/dia, valor recomendado para um peso corporal de 50
Kg %, limite originalmente obtido pela EFSA *.

Em maio de 2016, este limite é atualizado. A EMA passa a recomendar um limite
transicional de exposi¢ao a APs a partir HMPs de 1,0 pg por dia (limite referente aos produtos
finais), durante trés anos, uma vez que este problema de contaminagdo nao apresentaria
resolucio imediata °. Apds este periodo, o valor seria entio reduzido a 0,35 pg/dia, como
recomendado inicialmente. Durante os trés anos de limite transicional, os produtores
deveriam tomar as acoes necessarias a reducao da contaminagao ao limite inferior e entre as
medidas esteve o estabelecimento de um cédigo de praticas®. A recomendagio relativa aos
limites de exposi¢ao foi implementada por autoridades nacionais a nivel europeu, mas nao de
forma uniforme, isto é, o limite de 1,0 pg por dia nio foi aceite em todos os paises”.

Em junho de 2017, o Painel CONTAM (Painel Cientifico dos Contaminantes da Cadeia
Alimentar) da EFSA publica uma nova avaliagio sobre o potencial carcinogénico dos APs,
incluindo novos dados relativos a sua ocorréncia no mel, em tisanas e suplementos

alimentares**'®

e é aconselhado um intake diario de APs inferior a 0,007 pg / Kg peso
corporal', valor que, considerando o peso corporal de 50 Kg usado como referéncia em 2014,
corresponde ao limite de exposigao diaria a APs de 0,35 pg.

Atualmente, os fabricantes sao capazes de manter a exposi¢ao diaria a APs de 1,0 pg
para a maioria dos HMPs, mas a redugao para valores como 0,35 pg APs/dia nao é, neste
momento, realista. Assim, o periodo transitorio de trés anos de exposigao didria aos alcaloides
pirrolizidinicos de 1,0 pg/dia, foi prolongado por mais dois anos, até maio de 2021, mas todos

os esforgos devem ser feitos para que sejam implementadas agoes que assegurem que a

exposicao diaria a estas toxinas através de HMPs nio ultrapassa o 1,0 pg*.
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3.2.2. Estratégias de Gestao de Risco

A origem natural de matérias-primas vegetais e o carater complexo das mesmas exigem
requisitos especificos para avaliagao de qualidade de alimentos e medicamentos a base de
plantas, desde a sua produgao®.

As preocupagoes relativas a qualidade de HMPs obrigam os Estados Membros a ter em
consideragao dois aspetos principais: implementagao de testes adequados para assegurar que
os niveis de alcaldides pirrolizidinicos sao controlados e estao de acordo com os limites
estipulados e a implementacio de medidas para evitar ou reduzir a contaminagio em HMPs***,
Em conjunto com produtores de HMPs, foi desenvolvido o Codigo de Praticas (CoP — Code
of Practice) pela Organizagao para a Alimentagao e Agricultura (FAO — Food and Agriculture
Organization) e Organizacio Mundial de Sadde (OMS)*. O principal objetivo deste codigo é a
identificacao de possiveis riscos, para todos os passos de produgao, que compreende desde o
cultivo, 2 expedigdo do produto final’. Para cada um destes passos, sio propostas praticas de
gestao para o controlo de plantas infestantes, consoante o potencial de contaminagao, e
avaliagio dessas praticas™. Estas medidas contribuem para uma redugio continua e sustentavel
de alcaldides pirrolizidinicos, garantindo uma posterior produgao de medicamentos mais
segura e de qualidade consistente>**,

A necessidade de implementacao de medidas é estabelecida considerando fatores
como a toxicidade dos alcaldides pirrolizidinicos presentes na planta (quando conhecidos), a
contribuicdo das diferentes plantas que contém alcaldides pirrolizidinicos para o intake
especifico ou total destes compostos, proximidade das plantas produtoras de alcaldides
pirrolizidinicos a culturas ou pastagens, grau de infestagao, circunstancias locais, clima, tipo de
solo, entre outros'’. Mais uma vez, a diversidade estrutural e geografica destes compostos é
um obstaculo ao estabelecimento de limites regulamentares e medidas. A estratégia para a
gestao dos riscos associados a contaminagao de HMPs com alcaldides pirrolizidinicos deve
focar-se inicialmente nas substancias a base de plantas cujo risco de contaminagao seja elevado
e assegurar a disponibilidade de produtos medicinais a base de plantas com baixo risco de
contaminagao, reduzindo a exposicao através destes produtos para valores tao baixos quanto
possiveis (principio ALARA — as low as reasonably achievable)*'*.

Com o objetivo de avaliar a presencga de alcaloides pirrolizidinicos em HMPs, em 2016

foram definidas trés categorias de classificagao do potencial de contaminagao:

- A: muito baixa ou sem problema de contaminagao (“very low or no problem of
contamination”);

- B: baixo problema de contaminagao (“low problem of contamination”);
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- C: problema relevante de contaminacio (“relevant problem of contamination”) **.

Esta classificagao vai definir a frequéncia dos testes (“skip testing”, “intensified skip

testing” or “routine testing”)**

. A atribuicao de cada categoria depende do conhecimento do
potencial de contaminagao ja conhecido. No caso da nao existéncia de dados, devem ser
realizados testes de rotina’. As matérias-primas de HMPs que pressupdem a possibilidade dos
produtos finais proporcionarem exposicoes a APs superiores a |,0 pg/dia devem ser

rejeitadas’.

Dadas as particularidades, ja descritas, da contaminagao por APs, o CoP é direcionado
tanto para industria farmacéutica como para todas as etapas de producio agricola’. A
implementagao destas medidas pode ser dificultada em alguns paises por falta de conhecimento
ou recursos, ou devido a limitagdes geograficas, ambientais ou praticas'’ e, assim, a
exequibilidade pode estar limitada®. Estes obsticulos justificam a avaliagio das medidas por
autoridades regulamentares nacionais de modo a assegurar que siao adaptadas a realidade do
pais'’.

A aplicagao das praticas descritas nao pode resultar em consequéncias prejudiciais.
Alguns métodos podem apresentar-se destrutivos, tanto para outras plantas (cuja cultura
estdo a contaminar, por exemplo) como para as espécies em que pretendemos atuar. A
aplicacdo de métodos, que incluem, entre outros, o uso de herbicidas seletivos, limpeza de
sementes, inspecio dos campos antes da colheita®, deve ser direcionada a erradicagio de
plantas individuais e deve ser realizada apos um bom planeamento, tendo em conta os possiveis
riscos ambientais'’. Apesar da urgéncia requerida na implementagido destas praticas, os
resultados nio vio ser imediatos, é necessario tempo até se mostrarem eficazes®.

Além das medidas e agoes individuais levadas a cabo pelas entidades responsaveis
envolvidas nos diferentes passos do processo de produgao, desde o cultivo, a libertagao do
produto final, projetos de investigagdo desempenham um papel importante na resolugao da
problematica dos alcaléides pirrolizidinicos®>”®. Um dos projetos atualmente a decorrer trata-
se do estabelecimento de uma base de dados com o conjunto de plantas infestantes presentes
em culturas de plantas medicinais, com especial foco nas produtoras de APs, e com
informacdes relativas ao uptake destas toxinas®. A descricdo de caracteristicas de espécies de
Crotalaria, Echium, Heliotropium, Myosotis e Senecio esta, também, a ser reunida de modo a
poder ser usada em priticas agricolas®®, uma vez que a detecio precoce de plantas produtoras
de APs revela um papel de extrema importancia na reducao dos niveis de contaminagao e na

minimizagao de custos associados ao controlo. Para esta detecao precoce ser possivel, é
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essencial a sensibilizagao de agricultores, produtores de gado e mesmo da populagao local,
através de agoes de sensibilizagao direcionadas. A disponibilidade de informagao fidedigna

podera ser divulgada através de materiais como panfletos ou websites'’.

4. METODOS ANALITICOS

A contaminagao de matérias vegetais usadas na produgao de produtos medicinais a
base de plantas (HMPs — Herbal Medicinal Products®) revelou os desafios inerentes a precisio e

sensibilidade >'*'"°

que os métodos analiticos necessitam de apresentar para a identificagao e
quantificagao dos alcaléides pirrolizidinicos e correspondentes N-6xidos™'>'*", A diversidade
estrutural ®'? e as variagdes que estas fitotoxinas apresentam nas matrizes a analisar tornam
impossivel qualquer generalizagao e, consequentemente, a descricao de todos os métodos
possiveis para a analise quantitativa de alcalodides pirrolizidinicos alvo e limites a aplicar®®.

S6 no ultimo trimestre de 2019, o European Directorate for the Quality of Medicines
(EDQM) abriu, para consulta publica, o texto provisorio de um capitulo geral, especifico para
APs (“2.8.26. Contaminant pyrrolizidine alkaloids”), a incluir, pela primeira vez, na Farmacopeia
Europeia (32.1)*”. O ambito deste capitulo é a analise vestigial de alcaldides pirrolizidinicos
alvo em farmacos vegetais e outros produtos medicinais a base de plantas contaminados com
outras plantas e nao a determinagao de alcaloides pirrolizidinicos que ocorrem naturalmente
nas plantas***. Descreve 28 alcaldides pirrolizidinicos alvo (enumerados na referéncia®) e
permite o uso de varios procedimentos de cromatografia acoplada a espetrometria de massa
bidimensional (MS/MS) ou a espetrometria de massa (MS) de alta resolugao que relna os
requisitos de validagio especificados no capitulo®*. O referido capitulo foi adotado pela
Farmacopeia Europeia em margo de 2020, trazendo a comunidade cientifica e aos laboratorios
de controle de produtos farmacéuticos a primeira orientagao oficial sobre os procedimentos
para estas analises. Tais procedimentos sao suportados no conhecimento prévio dos analitos,
das suas propriedades fisico-quimicas e dos conhecimentos impostos pelas matrizes que
genericamente condicionam os processos de preparagao de amostra, extragao, clean-up,

identificagao e doseamento.

4.1. AMOSTRAGEM E PREPARAGCAO DA AMOSTRA

A natureza do material a analisar determina, desde o primeiro momento, cuidado e
rigor. A amostragem é determinante, sobretudo para as analises de lotes de matérias-primas

vegetais onde a contaminagao pode ser limitada e ocorrer em pontos localizados dentro do
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lote, “spot contamination”. Para que a amostra para analise seja representativa do lote de

6,37

material a ser examinado®”’, é importante assegurar a melhor homogeneizagao da matéria do

lote, para o que concorre a dimensio do lote e a uniformidade do tamanho das particulas®?.

A escolha da técnica de amostragem depende do tipo de material a ser examinado®"
e é responsabilidade do analista, que pode usar qualquer metodologia, desde que validade °.

Para o processo extrativo, dada a diversidade estrutural dos APs e coocorréncia destes
com os N-oxidos correspondentes, deve ser garantida a eficiéncia para extragao simultinea
de todos os tipos de alcaléides, em ambas as formas'. Na forma de bases terciarias, podem
ser extraidos, pelas metodologias aplicaveis aos alcaldides, isto €, em meio alcalino pelos
solventes orginicos semi-polares ou em meio aquoso acido, pela agua'. Ja as formas oxidadas
(N-6xidos) sao facilmente extraiveis por solventes polares como o metanol, ou por solugoes
aquosas acidas".

A complexidade das matrizes obriga a que a maioria das analises vestigiais de alcaloides
pirrolizidinicos necessite de procedimentos de “clean-up” para eliminar interferentes e/ou
aumentar a concentragao em alcaldides pirrolizidinicos para a analise'*'®. A relativa polaridade
das formas em que APs se apresentam viabiliza a deslipidificagao por tratamento com solventes
apolares (n-pentano ou éter de petrdleo), reduzindo interferéncias nos procedimentos
analiticos seguintes'’. Este processo de “clean-up” pode ser realizado numa fase mais tardia da
preparagao da amostra, submetendo os extratos aquosos acidos a partilhas liquido-liquido
com solvente nio polar, como o diclorometano'’. Sabe-se que as condigdes de extragio
podem afetar a estabilidade dos APs, bem como o racio de concentragdes entre as formas N-
oxidos e as bases'. Assim, as condi¢es de extracio devem ser avaliadas e validadas em funcio
das diferentes matrizes".

131416 com diferentes

Atualmente a extragao em fase solida (SPE — Solid Phase Extraction)
tipos de polimeros tem sido bem-sucedida nos processos de clean-up de extratos vegetais para
analises vestigiais de APs'">. Como exemplos dos cartuchos usados temos o Chem Elut ou
Extrelut, de terra de diatomaceas inerte, tais como cartuchos com fases nao polares, como
octisilano (Cs) ou octadecilsilano (C,s)*,

Os métodos tradicionais de SPE apresentam algumas limitagdes como baixa
especificidade, custo elevado e consumo significativo de solventes organicos'**”. Contudo, tais
limitagoes sao ultrapassadas pelas apresentagoes SPME (“Solid Phase Microexctration”), que
necessitam de menor quantidade de amostra, exigem menor quantidade de solventes e
reduzem o tempo de processamento'®*. O uso de SPME ainda se encontra em fase de

avaliacdo e validagio™, no entanto é evidente o seu potencial na preparacio de amostras para

determinagio de quantidades vestigiais de APs em matrizes complexas'®. Parte da limitagio no
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uso desta apresentagao deve-se ao reduzido numero de opgoes para revestimento de fibras,
que, atualmente, sao apenas polidimetilsiloxano, poliacrilato, divinilbenzeno e respetivos
compésitos'®.

Também polimeros de troca iénica SCX (“Strong Cation Exchange”) tém sido usados,
com sucesso, na preparagao de amostras a partir de matrizes e com caracteristicas muito
distintas dos extratos vegetais, tais como o mel". Cartuchos Bond Elut SCX (Agilent), Bekolut
SCX (Bekolut), Strata-X-C polymeric strong cation (Phenomenex) sao alguns exemplos de
cartuchos j& usados em processos de clean-up de amostras com APs'*, A maior vantagem da
SCX-SPE ¢ a possibilidade de eluigao seletiva tanto os APs na forma terciaria como na forma

de N-6xidos'?,

4.2. ANALISE

A avaliagdo de contaminagoes por alcaldides pirrolizidinicos obriga a utilizagao de
métodos analiticos com elevada sensibilidade e limites de detecio e de quantificagao
compativeis adequados ao caréter vestigial destas analises®.

Os espetros de absorgao no ultravioleta (UV) da maioria dos APs mostram um pico
de absor¢ao maxima a 214 nm o que, do ponto de vista analitico, exclui a espetrofotometria
UV/Vis das op¢oes para detecao e quantificagao de alcaldides pirrolizidinicos. A detegao por
espetrometria de massa, em linha com separagao cromatografica de alta eficiéncia, &,
atualmente, a opgao de eleicio para detecao de APs".

A cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) foi a metodologia
hifenada, pioneira na determinagio de alcaléides pirrolizidinicos'. Associa a simplicidade e
robustez do acoplamento do cromatégrafo para fase gasosa com a elevada eficiéncia das
separagoes, com a sensibilidade da detegao, e com a reprodutibilidade na aquisigao de espetros
proporcionada pelos modernos detetores seletivos de massa. No entanto, as vantagens da
GC-MS opoem-se as limitagoes decorrentes da reduzida volatilidade de alguns alcaldides, em
particular dos N-6xidos que acabam por sofrer termodegradacio, nas condi¢des de injecio".
Como ja foi referido, nas células e orgaos vegetais que acumulam APs, estes ocorrem,
maioritariamente na forma oxidada*', pelo que os processos analiticos tém que poder
evidencia-los e quantifica-los em favor do rigor e de informagoes corretas para a avaliagao de
risco®. Para assegurar a detegdo de alcaléides na forma de N-6xidos é necessirio garantir a
volatilidade, procedendo, previamente, a sua redugao as formas terciarias (volateis), por
hidrogenacio catalitica com pé de zinco em solugdo aquosa 4cida". Os resultados da andlise

refletem a totalidade dos alcaldides pirrolizidinicos, contudo, sem descriminar os que ocorrem
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sob a forma de bases tercidrias e os que ocorrem na forma de N-6xidos". Essa limitagio pode
ser ultrapassada por andlise diferencial relativa a uma segunda aliquota da amostra em que se
omite o passo de reducio catalitica’. A diferenca na quantificacio dos alcaléides
pirrolizidinicos apurada pelos resultados das analises as aliquotas, corresponde a quantidade
de alcaléides na forma de N-6xidos presentes na amostra'. A cromatografia liquida (LC) de
alta eficiéncia nao tem limitagoes no que respeita a detegao simultinea de APs na forma de
base terciaria e na forma oxidada, resultando em analises rapidas e eficientes, com menor risco
de alteracio dos analitos e consequente producio de artefactos . A metodologia mais comum
baseia-se no acoplamento Cromatografia Liquida / Espetrometria de Massa Bidimensional (LC-
MS/MS — Liquid Chromatography-(tandem) mass spectrometry) com limites de quantificagao de
aproximadamente |ug/Kg (ou inferiores)™".

Os espetros de massa das necinas, e consequentemente dos alcaloides com o mesmo
padrao de esterificagao apresentam espetros de massa iguais ou muito semelhantes pelo que,
a sua identificagao requer a avaliagao da retengao cromatografica, ou seja, a disponibilidade de
padroes de referéncia. Quando o objetivo da analise se limita a despistagem e quantificacao
de APs, por exemplo, no suporte a uma analise de risco, a identificagao individual de cada
alcaldide é supérflua. Nesses casos, onde é a quantificagio que releva, esta podera ser
suportada por retas de calibragio construidas com solugdes de um U(nico padrao de
8,|3,|4,42‘

referéncia

O novo método adotado pela Farmacopeia Europeia para determinagao de APs usa a

-

cromatografia liquida acoplada com espetrometria de massa (LC-MS)*, adequada
determinagdo dos alcaldides pirrolizidinicos alvo em diversas matrizes>**. Nao obstante, a
descricao desse método, a Farmacopeia nao exclui a possibilidade de uso de qualquer outro
método cromatografico acoplado com espetrometria de massa ou espetrometria de massa de
alta resolucio, desde que respeite as especificacdes descritas sejam respeitadas®. E
responsabilidade do analista garantir o cumprimento dessas especificagdoes em, pelo menos,
uma matriz representativa de cada grupo de matrizes a analisar®. Assim que determinado
procedimento evidencie cumprir os requisitos de validagao para uma determinada matriz, por
exemplo “folha seca de hortela-pimenta”, assume-se que o procedimento é valido para outra
matriz dentro do mesmo grupo, por exemplo “folha”®*. Esta generalizagio nio dispensa a
realizagio de testes para confirmagio da validade do método***. Usando o exemplo acima
em que o método é valido para qualquer amostra de “folha”, sera necessario verificar se os
requisitos de verificagao sao respeitados com amostras de folhas secas da espécie em andlise

(por exemplo, “folha seca de uva-ursina”)®.
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5. CONCLUSAO

A informagao descrita ao longo deste trabalho retrata os perigos da contaminagao por
APs e reforga a importancia do desenvolvimento de métodos cada vez mais sensiveis e de
projetos inovadores que visem a resolugao deste problema que, apesar de décadas de estudo,
continua a representar uma ameaga para a seguranca dos consumidores, pelo facto de muito
continuar por se descobrir.

Revela, também, a urgéncia na implementa¢ao de medidas desde os primeiros passos
de produgao, quer de HMPs, quer de outros géneros alimenticios, para que a exposi¢ao a

estas fitotoxinas seja reduzida para valores substancialmente mais baixos***

, uma vez que ja
foram atingidos niveis criticos de exposicio, resultantes do consumo de alguns alimentos'* e
o conhecimento atual podera representar, apenas, a parte visivel do iceberg que é a
problematica descrita. Apesar da informagao desconhecida e de dados que ainda padecem de
validagao cientifica, o risco de intoxicagoes cronicas é elevado e as consequéncias sao sérias,
tratando-se, assim, de uma ameaga, pelo que, para bem da seguran¢a, humana e animal, é
importante que se continuem a reunir esfor¢os na procura de solugdes. O Farmacéutico
podera constituir uma peca chave, uma vez que ao ser um agente de salde publica altamente
qualificado, podera atuar em varias frentes, desde a integragao em projetos de investigacao
inovadores, ao desenvolvimento de a¢oes de sensibilizacao nos mais diversos meios.

Considerando que grande parte da exposi¢ao resulta da alimentagao, este podera
revelar-se um desafio para agricultores e produtores, em que a identificacao e reducao de
espécies produtoras de APs e a quantificagao precisa nos produtos finais estao dificultadas.
Este desafio tem repercussoes graves, por exemplo, em comunidades rurais em que culturas
podem facilmente exceder os limites de APs permitidos e a presenga indesejada de plantas
infestantes em pastos pode provocar perdas substanciais de gado®".

Os comportamentos e medidas atuais no combate a esta contaminagao tém de ser
repensados e estratégias tém de ser delineadas de modo a que todos os envolvidos na
produgao estejam informados do risco e do modo de atuagao. Estabelecer contactos com
organizagdes governamentais locais e nacionais podera ser um passo importante a dar'’ ao
nivel da divulgacao de informagao fidedigna e/ou disponibilizagao de outras ferramentas, como
formagoes dadas, como referido acima, por Farmacéuticos. Nao pode, no entanto, deixar de
existir um cuidado na adaptagao do tipo de recomendagdes as entidade em questio'’, de
modo a aumentar a aderéncia a estas praticas.

A criagao de uma base de dados com a descrigao das caracteristicas das espécies

vegetais conhecidas por produzirem alcaldides pirrolizidinicos representara um enorme

avanc¢o no combate da contaminagao por alcaldides pirrolizidinicos, num mundo cada vez mais
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“data-driven” e que luta pela interligagdo de conhecimentos de diferentes areas por todo o
mundo. Este podera ser um projeto impulsionador para o desenvolvimento de manuais
destinados, por exemplo, a agricultores, onde podem encontrar um resumo da problematica,
descricao da planta, acompanhada de fotografias ou imagens, a necessidade de agir, como e
onde atuar, de maneira pratica e informativa. O desenvolvimento de aplicativos capazes de
detetar plantas infestantes em campos de cultivo ou pastos podera, também, ser outro projeto
interessante numa altura em que presenciamos um fenémeno de transformagao digital na
Industria, aproveitando o facto de que as novas tecnologias constituem, cada vez mais,
ferramentas intuitivas e faceis de usar, para além do custo substancialmente mais baixo
comparativamente a um passado nao muito distante.

A integragao de novos métodos de trabalho, associados as novas tecnologias, e a aposta
na formacao de profissionais poderao abrir novos horizontes no controlo e/ou resolugao de
problemas de saude publica como a contaminagao por APs, problemas estes que permitem a
classe farmacéutica mostrar a sua versatilidade, atuando em areas que, nem sempre, sao

facilmente associadas a sua profissio mas cuja importancia do seu papel € inegavel.
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ANEXO

Tabela I. Espécies usadas para fins medicinais com alcaléides pirrolizidinicos. Adaptada da referéncia!.

Familia Espécie

Apocynaceae Ampbhineurion marginatum (Roxb.) D. J. Middleton; Aldfia cf. caudata Stapf.

Eupatorium cannabinum L.; Adenostyles alliariae (Gouan) Kern; Emilia sonchifolia (L.) DC.;
Petasites hybridus (L.) PH Gaertn., B. Mey & Scherb.; Petasites spurius (Retz) RCHB; S.
jacobaea; Senecio vulgaris L.; T. farfara; Senecio nemorensis L.; Ageratum conyzoides L.;
Chromolaena odorata (L.) R. M. King & H. Rob.; Eupatorium chinense L.; Eupatorium
fortunei Turcz.; Eupatorium japonicum Thunberg ex Murray.; Cacalia hastata L.; Cacalia
hupehensis Hand.-Mazz.; Crassocephalum crepidioides (Benth.) S. Moore; Farfugium
Asteraceae japonicum (L.) Kitam.; Gynura bicolor (Roxb. ex Willd.) DC.; Gynura divaricata (L.) DC;
G. segetum; Ligularia dentata (A.Gray) Hara; Petasites japonicus (Siebold & Zucc.) Maxim.;
Senecio argunensis Turcz.; Senecio integrifolius (L.) Clairv.; Senecio scandens Buch.-Ham.
Ex D. Don; Syneilesis aconitifolia (Bunge) Maxim.; Matricaria chamomilla L.; Gynura
pseudochina (L.) DC.; Gynura japonica (Thunb.) Juel; Packera candidissima (Greene) W.
A. Weber & A. Léve; Solanecio mannii (Hook.f.) C. Jeffrey; Solanecio tuberosus (Sch. Bip.
ex A. Rich.) C. Jeffrey var. tuberosus; Bidens pilosa L.; Senecio longilobus Benth.
Alkanna tinctoria (L.) Tausch; Anchusa officinalis L.; Borago officinalis L.; Cynoglossum
officinale L.; Heliotropium arborescens L.; Lithospermum officinale L.; Myosotis scorpioides
L.; Symphytum asperum Lepech; Symphytum caucasicum Bieb.; Symphytum officinale L.;

Symphytum tuberosum L.; Symphytum x uplandicum Nyman; Arnebia euchroma (Royle) I.

Boraginaceae
M. Johnst.; Cordia myxa L.; Cynoglossum amabile Stapf & J. R. Drumm; Cynoglossum
lanceolatum Forssk.; Cynoglossum zeylanicum (Vahl) Brand; Cynoglossum grande Dougl. ex
Lehm.; Cynoglossum virginianum L.; Arnebia benthamii (Wall. ex G.Don.) Johnst; H.
indicum; Lappula intermedia (Ledeb.) Popov; Lithospermum erythrorhizon Siebold & Zucc.
Crotalaria albida Roth; Crotalaria assamica Benth.; Crotalaria pallida Aiton; Crotalaria
Fabaceae

sessiliflora L.; Crotalaria tetragona Andrews.

Orchidaceae L. nervosa.
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