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PARTE |

RELATORIO DE ESTAGIO
EM FARMACIA COMUNITARIA



Abreviaturas e Siglas

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
MSRM — Medicamento Sujeito a Receita Médica

PNV — Plano Nacional de Vacinacao

RAM — Reaccao Adversa Medicamentosa

RME — Receita Médica Electrénica

SNS — Sistema Nacional de Satde

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
USF — Unidade de Satde Familiar



Introducao

O presente relatério tem como objetivo o desenvolvimento de uma reflexao global sobre o
estagio curricular efetuado na area de farmacia comunitaria, no ambito da unidade curricular
homonima do 5° ano do curso de MICF (Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas). O
relatorio sera apresentado sob a forma de uma Andlise SWOT (Strengths, Weaknesses,
Opportunities and Threats) em que serao abordados e discutidos os Pontos Fortes, Pontos
Fracos, Oportunidades e Ameagas relativamente a experiéncia do estagio e a consideragoes
sobre a sua envolvéncia, caracteristicas e condicionantes, naturalmente contextualizando-o
sob o epiteto da profissao farmacéutica no geral e da pratica de farmacia comunitaria, em
particular. O periodo de estagio compreendeu os meses decorrentes desde meados de Janeiro
a finais de Maio de 2015 e o mesmo foi cumprido na Farmacia Alves, em Coimbra, sob direcgao

técnica da Dr.? Elisabete Alves.



Analise SWOT

Pontos Fortes:

A Farmacia Alves localiza-se em Coimbra, na zona de Lordemao. Tendo como mais
proximas a Farmacia de Celas e a Farmacia Sao Miguel, apresenta-se como o principal
local de prestacao de servigos farmacéuticos a populagao de Lordemao e de localidades
vizinhas como a Rocha-Nova ou Mainga. Assim sendo, a caracterizagao da populagao-
alvo da farmacia é tao abrangente quanto as carateristicas demograficas da comunidade
e os individuos que ai residem ou trabalham e que procuram os servigos oferecidos
pela farmacia. Por ser maioritariamente uma zona de habitagao, onde existe ainda
pequena oferta de servigos publicos ou privados e subsistem algumas actividades rurais,
parte significativa das pessoas que se deslocam a farmacia sio idosos, croénicos e
polimedicados. Devido a proximidade a algumas instituicoes de ensino, uma camada
mais jovem da populagao procura também os servigos que a farmacia oferece. Grande
parte dos seus utentes procura informagao e aconselhamento sobre patologias agudas
menores, habitualmente de resolugao rapida, associados a medicagao de controlo dos
sintomas, consistindo este grupo em pessoas das mais diversas idades e niveis
socioeconomicos. Dada ainda a proximidade a um hospital privado, é também
frequente o atendimento de utentes com patologias agudas mais incapacitantes ou a
iniciar terapéutica crénica pela primeira vez. Ainda de salientar é a existéncia de um
pequeno grupo de utentes que procura apenas ou essencialmente aconselhamento e
produtos de dermocosmética e/ou suplementos alimentares. O estagio permitiu assim
o contacto com varios tipos de utentes e situagoes e, de uma forma geral, foi
representativo da necessidade que o farmacéutico tem de se adaptar a todas as

realidades que compoem o seu campo de actuagao.

A Farmacia Alves abriu ao publico no ano de 2011, tendo o edificio no qual funciona
sido completamente projectado e construido com este objectivo. Assim, verifica-se a
existéncia de todos os espagos necessarios, bem como a organizagao dos mesmos de
acordo com as fungdes a desempenhar em cada um. E de salientar, por exemplo, a
existéncia de dois gabinetes de utente, nos quais tém lugar as recolhas de sangue para

envio para andlise, por parte de um laboratério associado, sessdes de massagens



terapéuticas, de podologia, de aconselhamento dermocosmético especifico, nutrigao
ou aconselhamento farmacéutico num ambiente de maior privacidade, sendo também
os espagos apropriados para a determinagao de parametros fisiologicos e bioquimicos
dos utentes e para a administracao de farmacos injectaveis e vacinas nao incluidas no

PNV (Plano Nacional de Vacina¢ao).

A Farmacia Alves assegura a prestagao dos seus servigos através de uma equipa jovem
e bastante dinamica, que se desdobra na realizagao de todas as tarefas necessarias ao
essencial e bom funcionamento da farmacia. A composicao da equipa prestadora de

servigos aos utentes € a seguinte:

- Dr.? Elisabete Alves — Proprietaria e Directora Técnica
- Dr.? Aurora Gongalves — Farmacéutica Substituta
- Beatriz Santana — Técnica Superior de Farmacia

- Ricardo Silva — Técnico Auxiliar de Farmacia

Através da actuagao destes elementos e dos demais, respeitantes as areas de gestao,
contabilidade e limpezas, pude constatar a importancia da cooperagao entre todos,
tendo como fim ultimo o bem-estar do utente. Este tera sempre de passar por um
plano fisico, assegurado através da medicagao e do uso de dispositivos médicos, mas
também por um plano psicoldgico em que o esclarecimento completo do utente acerca
do seu estado de saude, patologias e medicagao possa contribuir para que este se
aperceba da importancia dos seus actos, mantenha um estado de vigilancia constante
e, a0 mesmo tempo, sinta que pode confiar totalmente na equipa da sua farmacia. Para
este ponto, € essencial que os profissionais se mostrem sempre disponiveis e restrinjam
ao maximo a formagao de juizos de valor acerca dos seus utentes, promovendo sempre
a acessibilidade aos seus servicos de saude. Com este fim, a Farmacia Alves
proporciona um servigo diario de entrega ao domicilio, bem como, quando necessario,
faz o pedido de receitas médicas para os seus utentes crénicos na USF (Unidade de
Salude Familiar) correspondente, procede ao levantamento e aviamento das mesmas e
finaliza com a entrega da medicagao na morada do utente. Também, em situagoes de
urgéncia e dada a proximidade a Plural® - principal fornecedor didrio da farmacia —,
quando um produto requerido pelo utente nao se encontra em stock, os colaboradores

se oferecem para, eles proprios e no momento, se deslocarem ao armazém,
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recolhendo o produto e entregando-o de novo na farmacia ou na morada do utente,
de modo a poupar-lhe tempo e preocupagoes. Outro modo ainda de aproximar os
utentes a farmacia e a sua equipa ¢ a facilitagdo do acesso a servigos co-prestados com
outras entidades, como sejam a recolha para andlise de amostras biologicas e a
promogao de sessoes de aconselhamento nutricional para grupos especificos. Através
destas acgoes, pude presenciar, durante o meu estagio, uma crescente geragao de
confianga por parte dos utentes na equipa da farmacia, observando assim a importancia
da cooperagao e honestidade entre todos e da procura constante do bem-estar do
utente como o objetivo de todos os dias, tendo sido imprescindivel o leque de recursos

humanos com o qual trabalhei durante o estagio.

De especial consideragao é entiao toda a lista de servigos oferecidos pela Farmacia
Alves aos seus utentes. Desde os ja referidos servicos de entrega ao domicilio,
administracao de vacinas e injectdveis e servicos concertados com outras
entidades/profissionais até a preparagao de manipulados, determinagao de parametros
fisiologicos e bioquimicos dos utentes e aconselhamento e indicagao farmacéutica de
acordo com cada situagao; pude constatar durante o meu estagio as mais-valias em que
estas acgoes se traduzem para os utentes e como elas se interligam, proporcionando
uma rede de cuidados de saude que assim procura dar resposta as varias necessidades
que a populagao-alvo da farmacia apresenta. De relevancia particular considero ser as
preparagoes de manipulados, hoje em dia muitas vezes ja ausentes das farmacias
comunitarias, e através das quais pude constatar a importancia da formagao integral do
farmacéutico que, nao so deve ser apto a realizagdo das técnicas necessarias a tarefa,
promovendo a ligagao entre a area laboratorial e a clinica, como também se deve
encontrar ciente de todas as disposi¢oes legais e boas praticas envolvidas e requeridas
pelo processo, pelo qual é responsavel.! Destaco a preparagao de uma solugao
alcoodlica saturada de acido bdrico, que tive oportunidade de realizar sob supervisao
da farmacéutica substituta. O caso envolveu uma utente do sexo feminino, com cerca
de 30 anos de idade e diagnodstico de otite externa, que se fez acompanhar da
correspondente prescrigao médica. O procedimento técnico passou por pesar 5 g de
acido borico e adiciona-los, aos poucos, a 75 mL de alcool a 70% (V/V), com agitagao
de cerca de 20 segundos apos cada adigao. De seguida, foi adicionado o dlcool até que
se perfez o volume pretendido de 100 mL. Apds repouso de uma hora, com agitagoes

de 20 segundos a cada |5 minutos, a solugao foi filtrada e apropriadamente
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acondicionada. Deste modo, foi obtida uma solugao saturada, apenas com a
apresentagao de um ligeiro sedimento. O acido borico possui atividade bacteriostatica
e fungistatica e tem indicagao coincidente com a patologia apresentada pela utente,
bem como com alguns casos de otites médias croénicas e no pos-operatoério do ouvido.?
A preparagao é exclusivamente de uso topico, sendo a aplicagao efectuada no canal
auditivo externo, de acordo com as indicagoes prestadas a utente. Este caso foi
extremamente importante, na medida em que se tratou de uma situagao demonstrativa
da importancia da formagao multidisciplinar do farmacéutico, no contexto da farmacia
comunitaria, e porque me permitiu aperceber, uma vez mais, das enormes vantagens

para a populagao que advém da prestagao deste tipo de servigos de saude.

Um aspecto importante a salientar € o de ter sido, durante todo o tempo de realizagao
do estagio, o Unico estagiario presente, o que me proporcionou uma passagem
completa e demorada por cada parte integrante do funcionamento de uma farmacia e
por cada tipo de servigo prestado, tendo tido oportunidade de contactar e actuar a
todos os niveis, bem como de questionar, quando em duvida, e de compreender a
relagao entre as varias fungoes. Assim, foi extremamente importante ter iniciado o
meu trabalho no processamento de encomendas e na inventariagao de stock e sua
reorganizacao, de modo a que me pudesse familiarizar com os produtos e normas
regentes da sua circulagdo, numa primeira fase, para depois poder passar para o
contacto directo com os utentes, no atendimento, ja mais ciente dos restantes
aspectos. Isto permitiu-me um maior conhecimento de causa, melhor transposigao dos
conhecimentos tedricos para a pratica, maior confianga na minha actuagao e, por
conseguinte, maior credibilidade em mim depositada por parte dos utentes, o que

levou a uma melhor comunicagao e resolugao dos seus problemas de saude.

Uma faceta importante do papel do farmacéutico comunitario é a necessidade continua
de estabelecer contactos entre os varios intervenientes do circuito do medicamento
e os proprios utentes. A construgao de pontes de comunicagao entre aqueles que
produzem, comercializam, promovem e regulam o medicamento, de um lado, e os
utentes e aqueles que acompanham o seu estado de saude, do outro, é fundamental
para que ambos compreendam as particularidades e necessidades de cada um. Assim,

no seu dia a dia, o farmacéutico tem frequentemente a necessidade de contactar com
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outros farmacéuticos, médicos, enfermeiros e demais profissionais de saude, mas
também com distribuidores e delegados de informagao médica e ainda com os utentes,
seus familiares e outros prestadores de cuidados. Este foi, portanto, um aspecto muito
positivo, que pude experimentar durante o estdgio, e que me elucidou acerca da
importancia da comunicagao e de um correcto fluxo de informagao para a manutengao

e melhoramento do estado de saude de um utente.

Do mesmo modo, pude constatar a existéncia de comunicagao e cooperagao entre
outras farmacias em que, havendo casos de ruptura de stock de determinado produto
requerido pelo utente, disponibilizavam o mesmo para que este |lhe pudesse ser cedido
no local que |lhe era mais comodo e onde a sua situagao era conhecida e acompanhada.
Para além disto, qualquer outra informagao pertinente acerca de um produto ou
procedimento pode ser trocada, quando necessario, assegurando assim o bem-estar

do utente como objectivo ultimo.

Complementando toda a formagao tedrica ministrada no MICF e a pratica profissional
iniciada no estagio, as formagoes dirigidas aos farmacéuticos e restantes colaboradores
da farmacia comunitaria sao ferramentas essenciais para consolidar certos aspectos e
aprofundar alguns temas menos ubiquos na nossa formagao de base. De caracter mais
cientifico, de modo a proporcionar bases de entendimento para uma conduta de
actuagao profissional ou de caracter mais comercial, dando a conhecer produtos e
ensinando sobre as situagoes do seu uso, estas acgoes de formagao promovem a
maxima de que nunca se deve verdadeiramente deixar de estudar. Tendo tido
oportunidade de participar apenas em duas durante o periodo de estagio, senti que
foram mais valias tremendas para a sensibilizacado e entendimento dos temas
abordados; o que se verifica ainda mais nos casos de produtos dermocosméticos e de
uso veterinario, por exemplo. Assim, pude perceber que, para esclarecer o utente, é
absolutamente necessario que o profissional de saide esteja, também ele, esclarecido
e elucidado sobre a forma como vai comunicar com o mesmo, consistindo estas
formagoes, na minha opiniao, um modo extremamente util de transformar o

conhecimento tedrico em conhecimento pratico.

13



Sendo consequéncia natural de um estagio em farmacia comunitaria, de importancia
central, embora de observagao evidente, destaco o facto de ter tido oportunidade de
contactar com todo o tipo de medicamentos, dispositivos médicos e outros
instrumentos e equipamentos na esfera de atuagao comunitaria. Pude, portanto,
conhecer e manusear muitos produtos e medicamentos dos quais, até ai, apenas tinha
tido informacao tedrica, bem como ter contacto pela primeira vez com tantos outros
que previamente desconhecia. Devido a proximidade da Farmacia Alves a um hospital
veterinario e a ainda subsistente actividade rural de alguma da populagao residente na
regiao, por exemplo, um grupo frequentemente solicitado é o dos produtos de uso
veterinario. Embora nao negligenciados na sua dimensao académica, estes produtos
tém uma expressao reduzida no plano de estudos do MICF, tendo sido um desafio o
seu conhecimento e o das situagoes em que sao apropriados. O mesmo se passou com
os produtos de dermofarmacia e cosméticos, em que as marcas sao muitas, as gamas
sao extensas e as possibilidades de combinagao para cada situagao inumeras. Assim, a
frequéncia deste estagio nio somente se me apresentou como um exercicio de
aplicagao dos conhecimentos tedricos como também, e o que € mais importante, me
consciencializou da abrangéncia da actuagao do farmacéutico, da necessidade de
conhecer e dominar os produtos e conteidos com que lida diariamente e da
responsabilidade que este apresenta perante a sociedade como profissional de saude.
Deste modo, na minha opiniao, o mais importante ponto positivo a registar da
frequéncia deste estagio foi, entdo, a prépria experiéncia em que ele consistiu e o da
sua realizagao, como profissional de salde, a par com colegas com o mesmo objectivo
profissional e em que pude, pela primeira vez, perceber o valor real da formagao e

confianga que me foram disponibilizadas.

Pontos Fracos:

O mais evidente ponto fraco a apontar no decurso do estagio foi, naturalmente, a
constatacao de um desconhecimento de grande parte dos produtos e referéncias
existentes na farmacia, alguns dos quais frequentemente solicitados e cuja
familiarizacao se impunha com urgéncia. Este tornou-se, pois, um objectivo a curto,
médio, mas também a longo prazo, sendo uma competéncia que nunca esta adquirida
na totalidade e cuja aquisicao é uma responsabilidade continua de qualquer profissional

farmacéutico. Faz entao parte da acgao do farmacéutico a manipulagao e cedéncia de

14



informagao acerca de todo o tipo de medicagao, sujeita ou nao a receita médica,
produtos de dermofarmacia e cosméticos, produtos a base de plantas medicinais,
suplementos alimentares, medicamentos homeopaticos, materiais ortopédicos, de
penso e higiene e tantos outros dispositivos médicos. Em acréscimo a esta dificuldade,
proveniente do facto do estagio ter sido a minha primeira experiéncia profissional em
ambiente comunitario, verifico ainda o desconhecimento, também ele previsivel e pela
mesma razao, do nome comercial de muitos produtos; o que, naturalmente, dificulta a
comunicagao com os utentes e a tradugao do conhecimento tedrico em pratico. A
estas exigéncias junta-se também a de distinguir diferentes indicagoes para diferentes
dosagens ou formas farmacéuticas do mesmo principio ativo ou ainda a de utilizagao,
numa determinada situagao, de um produto ao invés de outro semelhante, cujas
caracteristicas fazem dele uma melhor opgao para o caso especifico em consideragao.
Assim, sao inUmeros os factores a ter em conta, para além dos nomes dos produtos e
sua constituicao, todos importantes e cujo conhecimento e manipulagao contribuem
para o papel que o farmacéutico tem na sociedade e na responsabilidade para com os

seus utentes.

A par com o ponto anterior, houve ainda a necessidade de aprender, interiorizar e
mecanizar certos aspectos componentes de mecanismos de actuagiao interna em
farmacia comunitaria, e na Farmacia Alves em especifico. Estes consistiram em
procedimentos dos mais variados tipos, desde a introdugao, processamento e gestao
de dados no sistema informatico Sifarma2000®, respeitantes as diversas areas de
funcionamento da farmacia, passando pelos varios registos legais e sua comunicagao as
entidades de Saude e das farmacias, mesmo até aos métodos correctos de abordagem
dos utentes e de comunicagao e resolugao dos seus problemas de saude. Desta forma,
como € natural a alguém que previamente desconheca este tipo de actuagoes, e
acrescendo ainda a necessidade de expedigao que um servico de atendimento ao
publico encerra, todas estas acgoes se revestiram de particulares cuidados e de
especiais dificuldades que, assim, no seu conjunto, se podem apresentar como um

ponto menos positivo da realizagao do estagio.

Parte integrante e fulcral do trabalho de um profissional de salde é o contacto e

comunicagdo com os utentes que com este se deparam. Esta comunicagao, por ter
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muitas vezes como foco assuntos de particular relevancia e sensibilidade para os
utentes, nem sempre é facil e deve ser revestida de especiais cuidados, sempre
adaptada a cada situagao, contexto e pessoas em questao. Independentemente deste
tipo de actuagao, gera-se, por vezes, alguma desconfianga por parte dos utentes em
relagao aos profissionais de salide e a sua conduta, ao nivel dos diferentes pontos de
acesso ao sistema de salde. Outras vezes, por razoes pessoais, profissionais ou
relacionadas com a prépria doenga, os utentes encontram-se mais desconfortaveis
nestas situagoes, inevitavelmente acabando por condicionar o momento comunicativo
e, em ultima andlise, por prejudicar a sua relagio com a doenga e o processo de
tratamento. Por vezes, pude presenciar alguma indisponibilidade dos utentes em
prestar ou mesmo em receber informagoes acerca da terapéutica e/ou da patologia
associada, bem como relativas a necessidade de alterar certos comportamentos ou
ainda a instrucao de alguns procedimentos. Aliado a estas ocorréncias ou ainda noutras
ocasioes, pude observar também, embora de forma menos frequente, um certo
direccionamento de frustragoes ou confusoes contra os profissionais da farmacia. Estes
acontecimentos, ainda que muitas vezes compreensiveis e naturais, dificultam a relagao
profissional de salide-utente e, embora de ocorréncia diminuta, sao indesejaveis; tendo,
por isso, aqueles a que assisti e em que tomei parte, consistido num ponto negativo

do meu estagio.

Embora de extensao consideravel, o estagio, de cerca de cinco meses de duragao,
constituiu um tempo ainda insuficiente para experimentar todos os ambitos que um
trabalho de farmacia comunitaria pode abarcar. De facto, embora algumas situagoes
sejam muito mais comuns do que outras, devido a prevaléncia de determinada
patologia na populagao, sazonalidade ou tendéncias no que diz respeito a literacia em
salde e em cuidados cosméticos, tive sempre a oportunidade de experimentar uma
grande variedade de casos distintos ao longo do estagio, havendo, no entanto, certas
conjunturas que nao ocorreram neste periodo. Exemplo disso mesmo foi a nao
ocorréncia de notificagoes de casos de RAMs (Reacgoes Adversas Medicamentosas).
Se bem que observagoes por parte dos doentes, seus familiares ou dos profissionais
de saude em relagao a indole, gravidade ou frequéncia de determinada reacgao adversa
verificada e com suspeita de correlagao com medicamentos possam nao ser notadas e
reportadas frequentemente, as farmacias comunitarias sio importantes pontos de

comunicagao e registo destas ocorréncias. E também possivel citar a nao solicitagao
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de contracepgao de emergéncia ou de produtos de auxilio a cessagao tabagica, a titulo
de exemplo. Tendo estas situagoes consistido em apenas alguns casos que nao pude
presenciar, por entre tantos outros aos quais se poderia fazer referéncia, constato que
estas auséncias, muito embora nao se apresentando directamente como algo de
negativo que tenha ocorrido durante o estagio, o condicionaram na sua riqueza de

experiéncias e, portanto, interpreto-as como pontos fracos do mesmo.

Considero ainda importante, a par com a componente pedagogica e profissional que
salientei, a referéncia a circunstancias pessoais dificeis, ocorridas no periodo em
questao, que naturalmente se reflectiram na minha prestagio e terao certamente
influenciado a minha actuagdo em determinados momentos e/ou situagées com que

me deparei durante o estagio.

Oportunidades:

Durante a realizagao do estagio, tive a oportunidade de contactar com profissionais
competentes, com formagoes académicas diversas, desde a equipa da farmacia até aos
profissionais com que a mesma colabora (enfermeira, nutricionista, podologista, etc),
que sempre souberam aliar o know-how técnico com a sensibilidade, empatia e
comunicacionalidade requeridas por cada uma das suas funcdes. E, pois, necessario
garantir que assim se continue a passar e que os profissionais farmacéuticos se
apresentem no mercado de trabalho cada vez mais bem formados, informados e
actualizados nas questoes prementes cientificas e ainda dotados, o melhor possivel, das
competéncias humanas e demais soft-skills que se querem inerentes a um profissional
de salde. Assim, a vasta e sélida formacao do farmacéutico tem sido e devera continuar
a ser uma mais-valia para a integragao e execugao das suas fun¢des nas variadas
posi¢oes ao servigo da sociedade que este pode tomar e com beneficios para a mesma.
De forma a consegui-lo, é essencial que se responda a necessidade continua de
formacao com constantes e atentas renovagoes e adaptagoes curriculares e com a
oferta de novos, adequados, co-integrados e Uteis processos de aprendizagem e
momentos formativos, que efetivamente se vejam transpostos para a pratica

farmacéutica diaria e que propiciem a interligagio dos cuidados farmacéuticos com
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outros cuidados prestados através dos diferentes canais do SNS (Sistema Nacional de
Sadde). De facto, aliada a este necessario e estratégico programa de momentos de
formacao teorica e pratica, a formagao base do farmacéutico permite, desde ja, alargar
a gama de actividades que este exerce, nao apenas no ambito comunitario mas como
um profissional de salde capaz de se movimentar nos varios meios de actuagao onde
ja se estabeleceu; dotado da capacidade de formagao de pontes entre varias areas,
desde as mais laboratoriais até as mais clinicas (ambas presentes no exercicio da
atividade comunitaria), entre varios profissionais de saude e entre as varias fases de
acompanhamento profissional, pelas quais certos doentes tém necessariamente de
atravessar. Deste modo, o farmacéutico tem a possibilidade de ver a sua experiéncia e
conhecimento traduzidos numa pratica mais completa, interligada e integral, em favor
de uma sociedade mais rica em literacia cientifica e no que a sua prépria saude diz
respeito. Para isto, é essencial que sejam criados novos servigos farmacéuticos, mais
centrados no doente e de acordo com as suas necessidades especificas. E necessario
que se ganhem novas responsabilidades perante os doentes/utentes e que assim se
possam estabelecer maiores niveis de confianga entre eles e o farmacéutico, mudando
o paradigma e afirmando-se este como um profissional de saude, e nao apenas como
o profissional do medicamento. Iniciativas como a criagao de acgoes de formagao para
doentes portadores de doengas cronicas e multifactoriais; sobre salde familiar e
comunitaria; higiene geral e local e conceitos epidemioldgicos; genética e idiossincrasias
medicamentosas; cuidados fisicos e ortopédicos; de nutricao; sobre o uso integrado
de praticas medicinais tradicionais e medicina e farmacia ocidentais; produtos vegetais
e incorporagao dos seus extractos nas formulagoes farmacéuticas; bem como algumas
nogoes basicas de reconhecimento clinico; perigos da automedicagao; e alguns
conceitos farmacologicos sao algumas actividades ainda pouco ou nada exploradas, sob
a perspectiva da transmissao de conhecimento aos cidadaos, que poderao ser
fundamentais para a instrugdo de uma sociedade que se quer mais informada e
consciente; sendo certamente valiosas oportunidades para o farmacéutico se afirmar e
desempenhar um papel mais preponderante e interventivo na sua comunidade. De
importancia vital e ainda com extensao pouco expressiva € a implementagao de
programas de acompanhamento farmacoterapéutico activo nas farmacias comunitarias.
Se é certo que o acompanhamento da terapia do doente é parte integrante do acto
farmacéutico e do dia-a-dia de um profissional comunitario, praticamente em cada
atendimento, existe um grande potencial de aproveitamento dos conhecimentos e

capacidades do mesmo para a aplicagdo sistematica de trabalhos de revisao da
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terapéutica a grupos fixos de doentes que, por varios critérios, tenham necessidade ou
vantagem evidente em beneficiar deste servigo, que se compreende no que de mais
nuclear tem a formagao académica do farmacéutico; nao obstante a crucial, necessaria
e desejada intercomunicagao continua que sempre se tem de dar entre o mesmo e os
restantes profissionais de saude. Este servico, em larga escala e num modelo que
envolva o acesso facil a todo o historial clinico do doente e a todos os profissionais de
saude envolvidos, podera entao ser uma pega elementar e extremamente importante
na integracao das varias areas de actuagao farmacéutica, desde as laboratoriais as
clinicas, a partir de um ponto de acesso directo, simples e cdmodo para o doente,

como é a farmacia comunitaria.

No actual paradigma da medicina contemporanea, a polifarmacia é uma realidade
comum e ubiqua e as alternativas que se apresentam sao diversas na sua origem e
natureza, cada vez mais acessiveis e em maior numero. Com o aumento da
consciencializagao para a saude e a decorrente procura crescente de bem-estar por
parte dos cidadaos (desde logo cada vez mais jovens), a oferta de novos e/ou
melhorados servicos e a familiarizagdo do farmacéutico com diferentes tipos de
produtos e referéncias sao também cada vez mais prementes; seja para um bom
trabalho de acompanhamento farmacoterapéutico ou apenas para o melhor e mais
adequado aconselhamento a cada situagao. Este representa, em cada vez maior grau, a
entidade na qual os doentes confiam, quando confrontados com situagoes
potencialmente resolviveis através da pratica de automedicagao, prevista através do
uso de MNSRM (Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica) e em certas situagoes
legalmente enquadradas.* Por conseguinte, mais do que em qualquer momento
anterior, é no farmacéutico que se encontra a autoridade para desmistificar, informar,
ensinar e manter, na melhor medida possivel, o uso responsavel e eficaz de substancias
de caracter medicamentoso ou semelhante, de entre as tantas categorizadas como nao
sujeitas a receita médica, dermocosméticas e suplementos alimentares, aos quais se
juntam os, cada vez mais procurados, medicamentos homeopaticos e fitoterapicos.
Assim, o farmacéutico tem nestes produtos, nao sé uma acrescentada
responsabilidade, como também uma oportunidade para se afirmar como um
importante elo da corrente pelo zelo da salde na comunidade. Para que estes
objectivos sejam concretizados ¢, em Uultima analise, necessaria e urgente uma

especializagdo aprofundada e mais completa nos assuntos que concernam

19



determinadas situagoes clinicas, produtos ou actuagdes no ambito da actividade
farmacéutica. E, pois, a juntar aos ja referidos momentos de formagio, de inegaveis
consequéncias benéficas considerar uma especializagio na area de actuagao
seleccionada. A este respeito, € importante verificar que a area da farmacia comunitaria
é, ela propria, ja contemplada com uma formagao de especializagao de longo prazo,
confirmando-se aquela como uma vertente bastante rica da pratica farmacéutica e esta
como uma importante oportunidade de aprofundamento, tao necessaria nos dias de

hoje para a massa profissional que desempenha as tarefas que estas englobam.

Ameacas:

e Certas conjunturas existem no meio farmacéutico, da farmacia comunitaria em
particular, e da condigao de estagiario em especifico, passiveis de serem encaradas, de
uma forma ou de outra, como limitadoras ao exercicio ideal da profissao e aquilo que
é a sensagao de missao que o farmacéutico, como profissional de satde, possui. A que
mais se destacou durante a realizagao do estagio foi, naturalmente, a demonstragao
por parte de alguns utentes, embora nao de forma amiude, de uma sensagao de certo
distanciamento, frieza e/ou desconfianga pela figura do estagiario. A natural falta de
experiéncia na area, juntamente com uma cara nova no atendimento aos utentes
regulares e a identificagao de estagidrio terao provocado em alguns, como é
compreensivel, uma sensagao de receio acerca das informagoes e aconselhamentos
que por mim lhes eram transmitidos. Desta forma, embora nao o manifestassem
abertamente, procuravam confirmagao nos restantes elementos da equipa da farmacia,
ao que lhes era refor¢ada a linha de actuagao indicada, salvaguardadas novas
informagoes ou passavam a ser alvo de uma diferente estratégia de comunicagao,
assegurando sempre que os mesmos saiam totalmente confiantes e esclarecidos acerca
da sua terapéutica ou de qualquer outra consideragao necessaria. Adicionalmente a
esta circunstancia, a condicao de um utente cada vez mais informado tem também de
ser considerada. Numa era tao profusamente tecnologica e de tendéncia informativa
como aquela em que vivemos, o utente apresenta-se como alguém mais interessado
na sua saude, mais informado e alguém cujo entendimento da sua situagao clinica vem
antes da possibilidade de a melhorar, como alids é desejavel, de forma a que a

terapéutica seja instituida da melhor forma e com o maximo possivel de adesao. No
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entanto, a informacgao prévia a que o utente tem acesso pode nao ser a melhor e nao
é, com certeza, integrada com as restantes condigoes clinicas e farmacoterapéuticas,
diferentemente do modo que um profissional de saude tem capacidade para fazer. Para
além disso, o utente pode vir muitas vezes com ideias enviesadas, pré-concebidas, a
partir de algo que leu, de publicidade ou de alguém préximo que o aconselhou e assim
dificultar uma avaliagao mais correcta da sua situagao ou a cedéncia daquilo que seria
a terapéutica mais apropriada. Faz, portanto, parte da actuagao do farmacéutico que
as ideias erradas sejam desconstruidas e que toda a informagao necessaria acerca da
sua terapéutica e situagao clinica seja prestada, assegurando-se que o utente entende
o seu papel na gestao da propria saude e estabelecendo um maior plano de
entendimento, conducente a uma mais estavel relacio de confianca com todos os
elementos da equipa da farmacia. Desta forma, do que seriam potenciais ameagas ao
pleno desempenho do profissional farmacéutico e a consecugao dos objectivos
pretendidos, é possivel uma conversao em ganhos para a saude da comunidade e uma

relagao mais préxima e honesta dos utentes com os profissionais da farmacia.

Uma outra ocorréncia capaz de deteriorar a relagao entre doente e farmacéutico é a
falta de compreensio daquele para a impossibilidade de cedéncia de MSRM
(Medicamentos Sujeitos a Receita Médica), quando nao acompanhado da
correspondente receita. Frequentemente, utentes pela primeira vez na farmacia
requerem o que dizem ser a sua terapéutica hipnotica ou antidepressiva habitual ou
outro tipo de medicagao altamente especifica num contexto comunitario, sem que com
isso apresentem a necessaria prescricao médica e sem que entendam que tal cedéncia
nao é possivel. Mais comum ainda é o caso dos pedidos de antibiéticos. Este tipo de
atitude por parte dos utentes langa, desde logo, as bases para uma comunicagao dificil
e tensa, prejudicial aquela que é desejavel e essencial para uma boa actuagao em saude;
devendo, portanto, a mesma ser desencorajada e o utente esclarecido quanto as razoes
que levam a que isto acontega. No caso de um pedido de cedéncia de antibiotico, é
também de extrema importancia que durante o atendimento seja auferida a razao pelo
qual o utente pensa necessitar do mesmo, dado que, muitas vezes, o problema de
salde em causa é ligeiro, autolimitado e nao é aplicavel sequer o uso de antibiético,
podendo os sintomas serem controlados com recurso a MNSRM. Em caso contrario,

deve ser dada indicacao ao doente da necessidade de recorrer a uma consulta médica,
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dando assim continuidade a incursao do mesmo no SNS, a qual se iniciou na farmacia

comunitaria.

Noutro plano, mas com semelhante potencial para prejudicar aquilo que ¢ a interacgao
do utente com a equipa da farmacia, estao possiveis ocorréncias que, nao sendo
habituais, podem causar desconforto ou desconfianga dos utentes na actuagao
farmacéutica e naquilo que é a gestao de um estabelecimento de salude, directamente
se refletindo na disponibilidade e honestidade com que o utente ali se dirige. Alteragoes
de métodos e procedimentos, voluntiria ou involuntariamente, muitas vezes
dependentes de circunstancias e condicionantes externas, sao acgoes passiveis de gerar
confusao e desconforto, nomeadamente nos utentes mais idosos, que se veem
expostos a situagoes para as quais nao se encontram preparados e que, assim,
manifestam a sua incompreensao; a qual, por vezes, se pode traduzir em alguma
animosidade contra a equipa da farmacia. A crescente informatizagao, por exemplo,
de todos os processos inerentes a um atendimento, se bem que facilitadores a médio
e longo prazo, provocam, de um dia para o outro, mudangas relativamente as quais
tanto os elementos da farmacia como os utentes tém de aprender a se adaptar. A
introdugao em vigor da RME (Receita Médica Electrdnica), sensivelmente a meio do
meu periodo de estagio, foi uma dessas alteragoes, a que a maioria dos utentes
correspondeu de forma positiva mas que originou em alguns uma necessidade maior
de explicagao e uma atengao especial nos momentos da dispensa, assegurando-nos
sempre de que o utente entendeu todos os processos envolvidos, de forma a que
possa fazer uma melhor gestao da sua terapéutica sem que nada do que necessita lhe
falte. Outro exemplo claro de ocorréncias com potencial disruptivo para o
entendimento do doente da sua terapéutica é a propria alteragio a mesma,
nomeadamente quando sugerida ou indicada por outros profissionais de salide e que
lhe podem provocar confusao durante a dispensa na farmacia, particularmente no
momento da cedéncia das respectivas informagoes. Doentes idosos, polimedicados,
nao entendem, por vezes, as razoes das mudangas na terapéutica e tendem a confundir
as novas estratégias posologicas. Quando esses doentes direccionam a sua confusao e
frustragao contra a equipa da farmacia pode tornar-se ainda mais dificil a comunicagao,
sendo que apelar a calma e fazer uso de uma comunicagao mais adaptada a pessoa em
causa pode ser a chave para a resolucao do problema. Neste contexto, é também de

considerar a elaboragao de um plano terapéutico diario ou semanal, com indicagao dos
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nomes dos medicamentos (a associagdo dos mesmos com as cores que as formulas
farmacéuticas soélidas apresentam é também uma possibilidade), a posologia e as suas
indicagoes terapéuticas. Podera também ser organizada na farmacia a individualizagao
da terapéutica semanal em recipientes proprios para o efeito, que posteriormente
serao entregues ao doente ou cuidador para que assim lhes seja facilitada a toma dos
mesmos. Uma outra alteragao a qual os utentes tendencialmente nao reagem de forma
favoravel, totalmente externa a gestao da farmacia, é, compreensivelmente, a subida
do preco de certos medicamentos. Tendo em consideragao a desfavoravel situagao
economica global e, em especial, as dificuldades financeiras evidentes nas camadas mais
idosas, criticamente dependentes da ac¢ao farmacoldgica para a manutengao do seu
estado de saude, este factor ganha ainda mais relevo na decisao de aquisicao ou nao da
terapéutica, sendo uma situagao desestabilizante e, porventura, fracturante quando o
utente nao compreende as razoes que lhe dao origem ou pensa que a decisao provém
de uma agao de gestao interna da farmacia. Em agravante, da-se por vezes o facto de
os valores patentes nas Guias de Tratamento, anexas as receitas, nao coincidirem, por
diversas razoes, com os precos que os produtos apresentam, por lei, no momento da
dispensa, mesmo face a escolha do utente pela opgao mais barata, a qual a farmacia é
obrigada a possuir. Esta situagao, muitas vezes decorrente de falta de actualizagao
informatica ou apenas de erros ocasionais, promovem também o surgimento de uma
sensacao de desconfianga e até de revolta do utente para com a equipa da farmacia. A
isto se juntam as ocorreéncias, infelizmente cada vez mais comuns, de ruptura de stock
e de descontinuagao de certos produtos. A estas conjunturas alguns utentes reagem
com um sentimento de quebra de confianga para com aquele estabelecimento de
salde, na sua responsabilidade de os servir, levando a que a disponibilidade do mesmo
para escutar, perguntar e CUMPrir a terapéutica possa, em certos casos menos comuns,
ficar diminuida. Da mesma forma sucedem também alguns episédios nos quais a
cedéncia de medicagao nao pode ser efetuada devido a impedimentos técnicos, como
uma receita médica incompleta, mal preenchida ou ja fora do prazo de validade, sendo
estas, muitas vezes, razoes que o utente nao entende como sendo bloqueadoras do
processo de dispensa da terapéutica, frequentemente ja habitual para o mesmo. Todas
estas circunstancias fazem parte do dia-a-dia de um profissional de farmacia
comunitaria e constituem obstaculos que o farmacéutico deve ser capaz de diminuir,
resolver e/ou ultrapassar em favor da melhor relagao possivel com os seus

utentes/doentes, tendo sempre em vista, em ultima analise, a manutengao do melhor
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estado de salde possivel da sociedade e, em especial, da comunidade que este serve e

onde se insere.

Reflectindo a tendéncia moderna de inUmeras areas do saber e da transferéncia de
bens em se diversificarem no seu aspecto e abordagens e se renovarem na
apresentagao dos seus conteudos; sob a implementagao de conceitos e visoes proprias,
o sector da satde e do medicamento tem vindo a tornar-se cada vez mais ubiquo. A
farmacia nao mais detém a exclusividade do estatuto de ponto de cedéncia de produtos
com acgao farmacologica e dispositivos médicos auxiliares, nem ja sequer é o uUnico
ponto de fornecimento de inimeros servigos de saude. Cabe aos profissionais de
salde, e em especial ao farmacéutico, a responsabilidade e necessidade de informar a
sociedade, de desmistificar certas ideias pré-concebidas, desconstruir novas tendéncias
naquilo que realmente sao, explicar a sua origem e a sua esséncia e incutir na
comunidade uma nogao verdadeira do que € uma visao integrada da farmacia e da

medicina nos dias de hoje e da responsabilidade de cada um na sua propria saude.
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Conclusao

Em suma, a realizagdo deste estdgio permitiu-me um primeiro contacto com o mercado de
trabalho e com a realidade do mundo farmacéutico, enriquecido por todas as qualidades e
desafios inerentes a pratica do exercicio de farmacia comunitaria. Foram encontrados
obstaculos e dificuldades, proprios de quem tem pela primeira vez uma experiéncia
profissional, e outros que constituem parte da profissao, com os quais de forma amiude nos
deparamos. Os mesmos foram sendo ultrapassados através do recurso a estratégias de
comunicagao, para com os utentes e os elementos da equipa da farmacia e entidades externas
das quais o seu funcionamento depende; sempre mantendo a calma, o bom senso e fazendo
uso de toda a formagao ministrada ao longo do percurso do MICF. A localizagao da farmacia
permitiu um maior contacto com muitos utentes que ali se deslocam frequentemente,
oferecendo uma visao mais integral daquilo que sao os problemas de saude e as preocupagoes
de uma comunidade constituida, maioritariamente, por doentes de uma idade mais avangada,
cronicos e polimedicados, mas também de uma porgao da mesma mais jovem, que mais
facilmente procura solugoes de bem-estar e a resolugao de problemas mais pontuais. A
monitorizagao e acompanhamento de parametros fisiologicos e bioquimicos de alguns utentes
foi também uma experiéncia importante, na medida em que esta se revela essencial para uma
quantificagao da eficiéncia da terapéutica, para o reconhecimento de uma resposta atipica,
aliado aos relatos dos doentes, e até como um mecanismo capaz de promover a adesio a
terapéutica. Foi também importante e estimulante o facto de me ver rodeado por outros
profissionais de saude, com os quais a Farmacia Alves colabora, o que reforgou ainda mais a
nogao de que o farmacéutico, como qualquer outro profissional de salde, nao deve cingir-se
a sua bolha de actuagao e deve procurar o contacto continuo com outros profissionais, com
ou sem ligagao aos utentes que a ele se dirigem. Esta circunstancia fez-me desejar que, no
futuro, possa existir uma colaboragao ainda mais estreita com todos os profissionais
envolvidos directa ou indirectamente na saude da populagao, a qual muito depende também
do esforco e da disponibilidade do farmacéutico que, na farmacia comunitaria, muitas vezes é
o primeiro a receber um doente que podera ter de vir a seguir por outras vias do SNS. Por
fim, a realizagao deste estagio veio, uma vez mais, confirmar a necessidade continua que o
farmacéutico tem de alargar o seus conhecimentos e competéncias, para além daquilo que
desenvolveu durante o MICF, assim como reforgou a ideia de que é essencial a prossecucao
de um periodo de especializagao, seja qual for a sua area de actuagao, com vista a melhor

poder responder aos desafios crescentes que se lhe impoem e a poder aceitar novas e cruciais
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responsabilidades de uma forma mais segura e completa. O estagio curricular em farmacia
comunitaria &, pois, nao s6 um espaco de aplicagao dos conhecimentos apreendidos durante
o curso, mas principalmente um ponto culminante do mesmo que encerra em si tanto ou mais
contelldo que aquele previamente adquirido; tornando-se assim num processo crucial e
indispensavel para a finalizagao da formagao em Ciéncias Farmacéuticas e para a preparagao

daquilo que sera o futuro profissional de cada um.

26



Lista de Referéncias

|. — SAUDE, Ministério da — Portaria n° 594/2004, de 2 de Junho — Aprova as Boas
Praticas a Observar na Preparagao de Medicamentos Manipulados em Farmacia de

Oficina e Hospitalar. Diario da Republica, Série I-B.

2. — PORTUGUES, Formulario Galénico — A. II. | - Solucio Alcodlica de Acido Bérico a
Saturacao. 2001.

3. — SAUDE, Ministério da — Despacho n° 17690/2007, de 23 de Julho — Lista das

Situagoes de Automedicagao. Diario da Republica, Série I, n° 154.

27



PARTE I

ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS:

TOXICIDADE E RISCO DE EXPOSIGCAO



Abreviaturas e Siglas

- ANZFA —Australia New Zealand Food Authority

- BfR — Bundesinstitut fur Risikobewertung

- COT — Committee on Toxicity

- CYP — Cytochrome P450 — Citocromo P450

- DNA — Deoxyribonucleic Acid — Acido Desoxirribonucleico

- EFSA — European Food Safety Authority

- EMA — European Medicines Agency

- FDA — Food and Drug Administration

- GST — Glutatiao-S-Transferase

- HSOS — Hepatic Sinusoidal Obstruction Syndrome — Sindrome Hepatica de Obstrugao Sinusoidal
- IL—Interleucina

- IARC — International Agency for Research on Cancer

- i.p. — Via Intraperitoneal

- LDs, — Lethal Dose for 50% —Dose Letal a 50%

- MOE — Margin of Exposure — Margem de Exposicao

- OMS - Organizagao Mundial de Saude

- PA — Pyrrolizidine Alkaloid — Alcaléide Pirrolizidinico

- RNA — Ribonucleic Acid — Acido Ribonucleico

- SCE - Sister Chromatid Exchange

- SLRL — Sex-Linked Recessive Lethal Assay

- SMART - Somatic Mutation and Recombination Test

- SNC — Sistema Nervoso Central

- TDI — Tolerable Daily Intake — Dose Diaria Toleravel

- TNF-a0 — Tumor Necrosis Factor Alfa — Factor de Necrose Tumoral Alfa
- UDS — Unscheduled DNA Synthesis

- VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor — Factor de Crescimento Endotelial Vascular

- YOD - Veno-Occlusive Disease — Doenga Veno-Oclusiva
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Resumo

Os alcaldides pirrolizidinicos (PAs) sao uma classe de compostos de origem natural com ampla
distribuicao geografica, sendo frequentemente encontrados em diversas familias e géneros
vegetais. Estima-se que o nimero de PA conhecidos se situe entre 400 e 650, tendo ja sido
encontrados em, pelo menos, |5 familias de plantas, das quais |3 sao de angiospérmicas, e em
mais de 350 espécies. Sao considerados as toxinas de origem vegetal responsaveis pelo maior
numero de episoddios de intoxicagoes acidentais em humanos e animais e admite-se que muitos
outros casos nao cheguem a ser registados. No entanto, a detecgao e quantificagao dos PAs
nas diversas espécies em que estes se encontram, assim como a sua ocorréncia em produtos
potencialmente contaminados, nunca foram alvo de uma abordagem de estudo sistematica e
extensiva. A toxicidade destas substancias tem vindo a ser estudada em diversas vertentes,
particularmente no que diz respeito ao seu mecanismo de acgao e as suas interacgoes a nivel
celular e molecular e respectivas consequéncias fisiopatoldgicas. Assim, combinando os
resultados disponiveis das anadlises aos casos de toxicidade em humanos e as observagoes e
quantificagoes resultantes de estudos experimentais em animais, verifica-se que os PAs estao
associados a genotoxicidade e mutagénese, teratogénese e fetotoxicidade, carcinogénese,
hepatotoxicidade, pneumotoxicidade e cardiotoxicidade, entre outros tipos de acgoes e
manifestacoes. A manifestagao patoldgica mais caracteristica da intoxicagao por PAs é o
desenvolvimento da Sindrome Hepatica de Obstrugao Sinusoidal. As vias mais comuns de
exposi¢ao aos PAs sao a utilizagao de preparagoes de medicina tradicional e de produtos
medicinais a base de plantas, de suplementos alimentares, assim como o consumo de certos
alimentos. A utilizagao destes produtos vegetais tem-se vindo a generalizar, sem que, no
entanto, o controlo da sua qualidade tenha acompanhado este facto. Um dos aspectos mais
importantes a considerar ¢ a utilizagao de infusdes preparadas com plantas produtoras de PAs.
Quanto a exposicao por via alimentar, sé excepcionalmente se registaram casos de
contaminagio aguda e/ou em grande escala. E, contudo, importante considerar a potencial
ocorréncia destes compostos, em pequenas quantidades, em alimentos habitualmente
consumidos de forma diaria, pois € a exposi¢ao crénica que esta associada aos fenomenos de
toxicidade mais preocupantes. Tendo em conta o seu enquadramento tedrico e a realidade da
sua ocorréncia quotidiana, é entio de extrema importancia a consideragao da avaliagao do
risco dos PAs e do seu potencial de exposicao para os humanos. Este trabalho propoe-se a

fazer uma revisao da evidéncia cientifica disponivel para a caracterizacao da toxicidade dos
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PAs e fazer um ponto da situacao relativo a avaliagio do risco que estes efectivamente

apresentam para a sallde humana.

Palavras-Chave:

Alcaldides Pirrolizidinicos, Metabolizacdo, Bioactivagao, Toxicidade, Genotoxicidade,
Hepatotoxicidade, VOD, HSOS, Avaliacao do Risco, Seguranga, Preparagoes Terapéuticas a

Base de Plantas, Alimentos, Doses, Regulamentagao

Abstract

Pyrrolizidine alkaloids (PAs) are a class of compounds of natural origin with a wide geographical
distribution, often found in several families and plant genera. The number of known PAs is
currently estimated to be between 400 and 650, having already been found in, at least, 15 plant
families, of which 13 are angiosperms, and in more than 350 species. They are generally
considered to be the plant toxins responsible for the largest number of known episodes of
accidental poisoning in humans and animals, while it is estimated that many cases may have not
even been reported. However, the detection and quantification of PAs in the various species
where they are found, as well as their occurrence in potentially contaminated products, have
never been the subject of a systematic and extensive study approach. The toxicity of these
substances has been studied in several domains, particularly with regard to their mechanism
of action, interactions at cellular and molecular levels and their pathophysiological
consequences. Thus, combining the available results of analyses of human toxicity cases and
the observations and quantifications resulting from experimental studies in animals, it becomes
apparent that PAs are associated with genotoxicity and mutagenesis, teratogenesis and
fetotoxicity, carcinogenesis, hepatotoxicity, pneumotoxicity and cardiotoxicity, among other
actions and outcomes. The most characteristic pathological manifestation of PA intoxication
is the development of Hepatic Sinusoidal Obstruction Syndrome. The most common routes
of exposure to PAs are the use of traditional medicine preparations and herbal medicinal
products, food supplements, as well as the consumption of certain foods. The use of these
plant products has become widespread, although without their quality control having followed

this fact. One of the most important factors to consider is the use of infusions prepared with
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PA-producing plants. With regard to dietary exposure, there only have been exceptional cases
of acute and/or large-scale contamination. However, it is important to consider the potential
occurrence of these compounds, in small amounts, in foods usually consumed daily, as it is the
chronic exposure that is associated with the most worrying phenomena of toxicity. Taking
into account their theoretical framework and the reality of their daily occurrence, it is
therefore of utmost importance to consider the risk assessment for the PAs and their potential
exposure to humans. This work aims to review the scientific evidence available for the
characterization of the toxicity of PAs and to take stock of the assessment of the risk they

effectively pose to human health.

Key-Words:

Pyrrolizidine Alkaloids, Metabolization, Bioactivation, Toxicity, Genotoxicity, Hepatotoxicity,
VOD, HSOS, Risk Assessment, Safety, Herbal Medicinal Products, Food, Doses, Regulatory
Affairs
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Introducao

Os PAs (Pyrrolizidine Alkaloids — Alcaldides Pirrolizidinicos) sao uma classe de compostos de
origem natural, predominantemente vegetal, que podem ser encontrados em plantas
distribuidas um pouco por todo o globo. Sao considerados os compostos de origem vegetal
responsaveis pelo maior niumero de casos conhecidos de intoxicagoes acidentais em humanos

e animais e calcula-se que muitos outros nao cheguem a ser registados como tal.

Apesar dos PAs serem objecto de estudo, desde ha ja algumas décadas, e da sua toxicidade
ter vindo a ser alvo de abordagens e perspectivas multidisciplinares (desde a quimica,
bioquimica, biologia celular e molecular, genética, farmacognosia, toxicologia analitica e outras,
até as areas clinicas), nem sempre a conciliagao destas visoes parciais € concebida de forma a
fornecer um retrato geral dos PAs como agentes de toxicidade — de acordo com o
conhecimento disponivel até a data — e ainda menos de forma a proporcionar uma base sélida
de evidéncia cientifica a ser usada para a construcao e justificagao de uma avaliagao geral do
risco que os mesmos apresentam para a saude humana. A urgéncia desta necessidade é ainda
mais notoria devido a conjuntura moderna de uma utilizagdo crescente de preparagoes
vegetais das medicinas tradicionais e de produtos medicinais a base de plantas, muitas vezes
sem qualquer tipo de controlo da qualidade, conhecimento clinico ou supervisao da
terapéutica. Desta forma, longe de constituir um documento de extensao completa a todos
os elementos relacionados com o tema, o que nao seria possivel devido a sua brevidade, a
presente monografia propoe-se como um trabalho de revisao, sintético e condensado, da
literatura cientifica relacionada com o estudo da toxicidade dos PAs e com a avaliagao do seu
risco, de amplitude geral mas abordagem rigorosa. E, pois, objectivo deste trabalho o
fornecimento de um quadro de informagao cientifica e técnica que permita a manipulagao
racional dos conceitos relacionados com os PAs; e a introdugao ao contexto e
desenvolvimento que se tem verificado no processo de realizagio de uma avaliagao

toxicoldgica do risco destes compostos para a saiude humana.

Para este proposito, a monografia inicia-se por uma introdugao ao tema dos alcaloides e dos
alcaldides pirrolizidinicos em particular, tanto na sua natureza de metabolitos vegetais e sua
ocorréncia natural, como na utilizagao terapéutica que tem sido feita de algumas plantas que
os contém. De seguida é tratada a quimica dos PAs, desde a sua estrutura e biossintese ao seu
metabolismo e mecanismo geral de toxicidade, atentando na influéncia que as diferengas
estruturais destas substancias nela tém. Posteriormente, é feita uma caracterizagao geral dos

tipos e manifestagoes de toxicidade mais frequentes dos PAs nos humanos e animais.
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Finalmente, é explorado um conjunto de consideragoes a ter para a realizagdo de uma
avaliagao do risco para os PAs — tendo em conta o que foi dito anteriormente —, onde sao
compilados os valores de estimativas e determinagoes quantitativas de casos e estudos mais
significativos para o estabelecimento de limites seguros em humanos, e é feita uma revisao dos

esforgos regulamentares mais importantes que até a data foram concebidos a este respeito.

Como procedimento, foram realizadas pesquisas nas bases de indexacao de publicagoes
cientificas PubMed e ScienceDirect, fazendo uso de termos como “pyrrolizidine alkaloids”,
“toxicity”, “toxicology”, “genotoxicity”, “hepatotoxicity”, “carcinogenicity”,
“hepatocarcinogenicity”, “tumorigenicity”, “DNA damage”, “liver”, “plants”, “herbal
products”, “food safety”, “exposure” ou “risk assessment”, combinando-os entre si. Foi
também seguido um método de referenciagao cruzada entre os artigos mais significativos.

Como referido anteriormente, a metodologia usada foi a de revisao bibliografica.
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Alcalodides e Alcaldides Pirrolizidinicos

Os alcaldides sao compostos organicos de origem natural, quase exclusivamente vegetal,
constituidos por carbono, hidrogénio, nitrogénio e, na maioria dos casos, também oxigénio.
Sao um grupo bastante heterogéneo e de dificil categorizagao quanto a sua origem, estrutura
quimica particular, biossintese, bioquimica e efeitos toxicos e farmacolégicos (Fresno, del,

1999; Proenga da Cunha, 2010; Samuelsson, 1999).

Apesar de predominarem nas plantas, alguns podem ser encontrados em fungos e mesmo em
bactérias (Evans, 2009). Por outro lado, também nao sao encontrados em todas as plantas,
sendo mais frequentes, e até caracteristicos, de familias como as das Solanaceae, Papaveraceae
ou Fabaceae (Samuelsson, 1999). Essencialmente, e de acordo com o entendimento tradicional
do conceito, o termo alcaldide designa as estruturas nitrogenadas ciclicas, de caracter alcalino
e origem predominantemente vegetal, capazes de uma significativa actividade farmacolégica ou

toxicolégica (Fresno, del, 1999; Proenga da Cunha, 2010; Samuelsson, 1999).

Nao obstante a sua caracteristica quimica comum — a presenga de azoto —, os alcaloides
apresentam uma grande diversidade estrutural: para além dos protoalcaléides, caracterizados
pelo azoto exociclico, os verdadeiros alcaloides, heterociclicos, sio geralmente classificados
segundo a natureza fundamental do heterociclo azotado. Refira-se, a titulo de exemplo, os
alcaldides pirimidinicos, nos quais se reconhece o nucleo da piridina; os alcaldides inddlicos,
com o heterociclo penta-atomico do indol; os alcaldides quinoleicos e isoquinoleicos,
derivados da quinoleina e isoquinoleina; e, naturalmente, os alcaldides pirrolizidinicos,

caracterizados pelo nucleo da pirrolizidina.

Quimica dos Alcaléides Pirrolizidinicos

Estrutura e Biossintese:

Estruturalmente, os PAs caracterizam-se pela presenca de um nucleo pirrolizidinico,
identificando-se este como uma estrutura biciclica Unica de dois penta-anéis geminados e entre
os quais se situa um azoto heterociclico, o que lhes confere um caracter alcalino. Este nucleo,

derivado da ciclizagao de aminas e devido a esse mesmo processo, pode apresentar variagoes
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na sua estrutura fundamental, possuindo frequentemente um grupo hidroximetil ou hidroxilo
em CIl, bem como varios outros grupos hidroxilo ligados aos elementos do nucleo
pirrolizidinico, particularmente em C7 mas também em C2 ou Cé. A estas formas variantes é
atribuido o nome de necinas, as quais constituem uma parte da estrutura dos PAs
potencialmente activos (Fresno, del, 1999; Moreira et al., 2018; Proenca da Cunha, 2010;
Roder, 2000; Roeder, 1995; Wiedenfeld et al., 2008). Relativamente a estrutura quimica das
necinas, podem ser distinguidos quatro grupos-tipo de PAs mais importantes: Retronecina,
Heliotridina, Otonecina e Platinecina (Moreira et al.,, 2018). Os alcaldides do tipo platinecina
sao os Unicos cuja estrutura é totalmente saturada, possuindo os restantes uma ligacao dupla
em CI|-C2 (Moreira et al, 2018; Neuman et al,, 2015). Sendo que a existéncia desta ligagao
insaturada é uma condigao essencial para que se possa verificar a toxicidade dos PAs, os
alcaldides do tipo platinecina nao apresentam risco significativo para os organismos que com
eles contactem (Fresno, del, 1999; Neuman et al., 2015; Proenca da Cunha, 2010; Samuelsson,
1999). Os do tipo otonecina distinguem-se pela metilagio do seu nitrogénio, pela existéncia
de um grupo carbonilo em C8 e por toda a necina ser uma estrutura monociclica, em vez de
biciclica. No entanto, o seu comportamento quimico é semelhante ao dos restantes PAs,
devido a interaccdao electronica entre o nitrogénio e o grupo carbonilo; apesar de nao
poderem formar N-oxidos (Allgaier e Franz, 2015; Wiedenfeld et al., 2008). As estruturas
nécicas do tipo retronecina e heliotridina sao diasteredmeros (Li et al., 2012; Moreira et dl.,
2018). De notar que ilustragoes de todas as estruturas e reacgoes quimicas mais importantes,
no contexto dos PAs e sua toxicidade, e as quais sao referidas ao longo deste documento,

poderao ser encontradas em anexo ao mesmo.

Todos os PAs de actividade toxicoldgica reconhecida, ou que se encontram em plantas usadas
pelas suas possibilidades terapéuticas, possuem os seus grupos hidroxilo de C7 e/ou C9
esterificados. Estas esterificagcdes envolvem maioritariamente acidos carboxilicos alifaticos, de
quatro até dez carbonos e estrutura ramificada, designados por acidos nécicos (Fresno, del,
1999; Mattocks, 1968; Mattocks e White, 1971; Moreira et al., 2018; Roder, 2000; Roeder,
1995; Wiedenfeld et al., 2008). Alguns destes acidos sao dicarboxilicos, o que determina a
possibilidade de formar ésteres macrociclicos por esterificagao dos dois hidroxilos da necina
(Moreira et al.,, 2018; Prakash et al., 1999; Roeder, 1995; Wiedenfeld et al., 2008). Os ésteres
de acidos monocarboxilicos sao moléculas relativamente pequenas, sendo caracteristicos das
Boraginaceas; enquanto que os de acidos dicarboxilicos sio ja moléculas de maiores
dimensoes, de onze a catorze membros, as quais sao mais caracteristicas das espécies de

Asteraceas (Fresno, del, 1999; Moreira et al,, 2018; Wiedenfeld et al., 2008). A esterificagao
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das necinas por, no minimo, um acido nécico é considerada condigao essencial para que os
PAs possam demonstrar actividade toxicologica, bem como a existéncia de pelo menos uma
ramificacao na cadeia principal desse acido (Neuman et al, 2015; Prakash et al, 1999). De
forma menos comum, as necinas podem ainda ser esterificadas por acidos aromaticos ou

arilalquilicos (Moreira et al.,, 2018).

A biossintese das necinas é realizada através da descarboxilagio de duas moléculas de ornitina,
ou uma de arginina e uma de ornitina — a partir das correspondentes descarboxilases — com
formagao de duas moléculas de putrescina (Fresno, del, 1999; Proenca da Cunha, 2010;
Roeder, 1995; Samuelsson, 1999). A partir da espermidina, estas sao depois condensadas numa
imina, a qual é reduzida pela homospermidina sintase a homospermidina, considerada o
primeiro composto intermediario especifico da biossintese dos alcaldides (Roder, 2000).
Tanto a putrescina como a espermidina derivam exclusivamente da arginina, consistindo este
precisamente o elo de ligagdo entre o metabolismo primario dos aminoacidos e as vias
metabdlicas de formagao dos PAs (Roder, 2000). Subsequentes reacg¢oes de oxidagao e
reducao e a reacgao intramolecular de Mannich promovem a ciclizagao e transformam a
homospermidina na necina pirrolizidinica (Fresno, del, 1999; Proenca da Cunha, 2010; Roeder,
1995; Samuelsson, 1999). Ja a biossintese dos acidos nécicos € menos homogénea que a das
necinas, as suas multiplas vias metabodlicas permitindo mesmo uma grande variedade de
estruturas possiveis (Moreira et al, 2018; Roeder, 1995). A sua origem radica também no
metabolismo dos aminoacidos, podendo derivar de moléculas como a valina, leucina, isoleucina
e treonina (Fresno, del, 1999; Moreira et al,, 2018; Proenca da Cunha, 2010; Roeder, 1995;

Samuelsson, 1999).

Os PAs podem apresentar-se na forma de bases livres (com um nitrogénio terciario) ou, como
€ mais comum na sua ocorréncia natural, na forma de N-6xidos, os quais nao possuem
caracter alcalino mas sao extremamente hidrofilicos, sendo frequentemente encontrados sob

a aparéncia de sais de acidos organicos (Moreira et al.,, 2018; Wiedenfeld, 201 I).

Ocorréncia Natural

Calcula-se que, actualmente, o numero de PA conhecidos se situe entre 400 e 650, tendo ja

sido encontrados em, pelo menos, |5 familias vegetais, das quais |13 sao de angiospérmicas, e
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em mais de 350 espécies. No minimo, 6 destas familias produzem as formas insaturadas e
esterificadas dos PAs, responsaveis pelos seus varios tipos de actividade e manifestagoes
toxicas (Allgaier e Franz, 2015; Fresno, del, 1999; Roeder, 1995; Wiedenfeld et al., 2008).
Assim, estes podem ser encontrados com maior expressao na classe das dicotiledoneas, em
particular nas plantas das familias das Asteraceae (Compositae), Boraginaceae e Fabaceae
(Leguminosae), existindo também, em menor quantidade, em algumas Apocynaceae,
Ranunculaceae e Scrophulariaceae (Fresno, del, 1999; Proenca da Cunha, 2010; Roeder, 1995;

Samuelsson, 1999).

Os géneros em que se registam maiores concentragoes destes alcaldides, dentro da familia
das Asteraceae, sao os Tussilago, Petasites e, principalmente, o Senecio. Nas Boraginaceae existem
em maior quantidade nas Cynoglossum, Echium e especialmente nas espécies de Heliotropium,
Borago e Symphytum. Nas Fabaceae, o género Crotalaria é o que apresenta maior expressao de
PAs (Fresno, del, 1999; Proenga da Cunha, 2010). Ja os géneros mais comummente associados
com casos de envenenamento e toxicidade, tanto em animais como em humanos, sao os
Senecio, Eupatorium e Tussilago (das asteraceas); os Heliotropium e Trichodesma (das
boraginaceas); e o Crotalaria (das fabaceas) (Allgaier e Franz, 2015; Li et al., 2012; Wiedenfeld
et al,, 2008). Como entao se pode notar, o grupo das Asteraceae, e em especial as do género
Senecio, é aquele cujas plantas apresentam maiores concentragoes de PAs e, simultaneamente,
as mais associadas com episodios de intoxicagao. Por causa disto, esta classe de alcaldides é
também denominada de alcaloides do tipo Senecio (Proenga da Cunha, 2010; Samuelsson,

1999).

Em apéndice deste documento é possivel encontrar uma selecgao de algumas das espécies
produtoras de PAs que mais se notabilizaram pelo seu uso em contextos variados, bem como

um enquadramento geral das suas utilizagoes terapéuticas tradicionais mais significativas.

Verifica-se, no geral, que apesar das utilizagoes destas plantas nao serem motivadas pelo seu
contelldo em PAs e embora estes existam na maior parte das espécies, em quantidades
francamente inferiores as dos restantes componentes fitoquimicos, a sua presenga e
perigosidade sao frequentemente desconhecidas ou desvalorizadas pelos seus utilizadores;

sendo, no entanto, suficientes para neles poderem provocar efeitos irreversiveis ou fatais.

A semelhanca de muitos outros tipos de alcaloides, a biossintese dos PAs ocorre
maioritariamente nas raizes e rizomas, sendo depois transportados para a parte aérea das
plantas, onde sao armazenados em vacuolos celulares (Moreira et al., 2018). No entanto, as

suas maiores concentragoes podem ainda ser encontradas nas partes subterraneas (Allgaier e
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Franz, 2015). E também importante ter em conta a variedade interindividual na producio de
alcaldides, sendo que a sua concentragao nas diversas partes da planta é influenciada por
factores como a sua idade e as condigoes ambientais que esta encontra (Allgaier e Franz,
2015). Os PAs ocorrem naturalmente sob a forma de misturas de bases livres e de N-6xidos,

sendo, no entanto, estes Ultimos que habitualmente predominam (Allgaier e Franz, 2015;

Wiedenfeld, 201 1).

Metabolismo, Mecanismo Geral de Toxicidade e Relacao
Estrutura/Actividade

A maior parte dos casos de contacto, consciente ou inadvertido, com os PAs sao de caracter
interno e pressupoem a sua ingestao e absorgao por via gastrointestinal (Moreira et al., 2018;
Wiedenfeld et al., 2008). Os PAs em si mesmos nao apresentam actividade toxicologica, pelo
que € necessaria a sua bioactivagao (Li et al., 2012; Mattocks, 1968; Mattocks e White, 1971).
A semelhanca de muitos outros xenobidticos, para que se possa dar o seu efeito farmacolégico
ou toxico ou para que possam ser mais eficientemente eliminados do organismo, é necessario
que os PAs sejam biotransformados pelas vias metabdlicas ocorrentes em varias estruturas,
sendo, no entanto, o figado o responsavel pela maior fracgao deste processo e, portanto, o
orgao mais afectado pela toxicidade exercida pelos seus metabolitos (Chojkier, 2003; IPCS,
1988; Moreira et al., 2018; Wiedenfeld, 201 I; Wiedenfeld et al., 2008). Ainda assim, outros
orgaos, como os pulmoes ou os rins, podem também sofrer significativas alteragoes apos a
bioactivagao decorrida no tecido hepatico e transporte sanguineo dos seus produtos
(Chojkier, 2003; Edgar et al., 201 I; IPCS, 1988; Prakash et al., 1999). No entanto, cerca de 80%
dos PAs ingeridos sao eliminados na urina e fezes, sendo provavel que possam também passar

para o leite materno (EMA European Medicines Agency, 2014; Moreira et al., 2018).

Sao trés as principais vias de metabolizagao dos PAs do tipo retronecina e heliotridina
(Fu et al,, 2001, 2004; Li et al., 2012; Mattocks, 1968; Moreira et al., 2018; Wiedenfeld, 201 |;
Wiedenfeld et al., 2008):

- Hidrolise, em C7 e/ou C9, com produgao de necinas e acidos nécicos.

- N-oxidac¢do, com formagao de N-oxidos pirrolizidinicos.
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- C-oxidacdo, por hidroxilagao de C3 ou C8, com formagao de derivados pirroélicos

reactivos.

Ja os PAs do tipo otonecina estio impossibilitados de sofrer N-oxidagao de forma directa
devido ao impedimento estereoquimico causado pelo grupo metil ligado ao nitrogénio
heterociclico, sendo por isso apenas duas as suas principais vias de metabolizagao (Fu et al,
2004; Li et al., 2012; Moreira et al., 2018; Roeder, 1995; Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld et al.,
2008):

- Hidrdlise, em C7 e/ou C9, com produgao de necinas e acidos nécicos.

- N-desmetilacdo oxidativa, por oxidagao do grupo metil e formagao de derivados

pirrolicos reactivos.

Vias de Destoxificacao:

- Todos os produtos resultantes das modificagoes acima elencadas sao potenciais substratos
da GST (glutatidao-S-transferase) nas suas reac¢oes de conjugagao com o glutatiao, as quais
tém o objectivo de proteger as estruturas celulares de danos oxidativos e facilitar a sua
eliminagao do organismo. A conjugacao com o glutatiao é, pois, considerada a principal via de
destoxificagao dos PAs (Allgaier e Franz, 2015; Fu et al,, 2001, 2004; Li et al., 2012; Prakash et
al, 1999; Roder, 2000; Roeder, 1995; Wiedenfeld, 201 |; Yang et al., 2016). Nao obstante, as
hidrolises e N-oxidagoes sao também importantes vias de destoxificagao, dado que
transformam moléculas potencialmente toxicas em outras desprovidas dessa caracteristica, ao
mesmo tempo que dao origem a derivados mais polares e, portanto, mais soluveis e faceis de
transportar na corrente sanguinea e excretar por via renal. Adicionalmente, os seus produtos
podem também vir a ser conjugados pelo glutatido (Allgaier e Franz, 2015; Fu et al, 2001,
2004; Mattocks e White, 1971, 1971; Prakash et al., 1999; Roder, 2000; Roeder, 1995;
Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld et al., 2008).

- A maioria dos PAs ingeridos sofre hidrélise dos seus grupos éster em C7 e/ou C9 durante
ou imediatamente apds a sua absorgao gastrointestinal (Fresno, del, 1999; IPCS, 1988) por
esterases nao-especificas (Wiedenfeld et al., 2008) ou, no figado, através de carboxilesterases
microssomais ou citosoélicas (Fu et al., 2004), dai resultando a decomposi¢cao em necinas e
acidos nécicos (Fu et al., 2004; Wiedenfeld et al., 2008). Em termos gerais, a toxicidade dos
PAs é tanto maior quanto o numero de grupos funcionais apresentados pela estrutura do

nucleo pirrolizidinico, os quais provocam um impedimento estereoquimico a acgao das
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esterases. Deste modo, o potencial toxico € maior na presenca de um ou mais grupos
hidroxilo na estrutura alcaléidica, bem como do hidroximetilo em C1. E maior também quanto
mais esterificados forem e quanto mais extensas as ramificagoes das cadeias principais dos
acidos nécicos (Mattocks e White, 1971; Prakash et al., 1999; Wiedenfeld et al., 2008), sendo
as necinas monoesterificadas as que apresentam menor toxicidade, aumentando esta para o
caso das necinas duplamente esterificadas, embora ainda de cadeia aberta, e sendo maxima
para as estruturas de diéster macrociclicas (Allgaier e Franz, 2015; Fu et al., 2004; Moreira et

al., 2018; Roder, 2000; Xia et al., 2006).

O estudo do comprimento das ligagoes quimicas nos PAs através de uma analise estrutural
pelo uso de raios-X revela as diferengas de estabilidade energética entre os alcaldides mais e
menos esterificados, com influéncia na sua toxicidade (Wiedenfeld et al., 2008). Verifica-se
entao que os diésteres apresentam ligagoes éster C7-O e C9-O mais curtas do que aquelas
apresentadas pelos alcaldides monoesterificados. De acordo com uma interpretagao, as
fungoes éster dos diésteres encontram-se electronicamente conjugadas com a restante
estrutura pirrolizidinica, em particular com a dupla ligagao CI-C2, tornando assim o sistema
mais instavel no seu todo e fazendo com que a energia necessaria para quebrar estas ligagcoes
(éster) seja menor. Isto facilitara a formagao instantanea de metabolitos altamente reactivos,
aumentando assim a sua propor¢ao em relagao as restantes vias de metabolizagao. Quanto as
formas monoesterificadas, segundo uma leitura analoga, elas apresentam ligacoes éster
electronicamente independentes da restante estrutura, sendo entao mais estaveis; pelo que as
reaccoes de transformacao nos metabolitos reactivos se dao mais dificilmente, ocorrendo em
menor proporg¢ao, em relagao a hidrélise pelas esterases, e levando a uma eliminagao facilitada
dos PAs pelo organismo (Wiedenfeld et al., 2008). Verifica-se, deste modo, a importancia que
a dupla ligacao CI-C2 apresenta na efectivagao da toxicidade dos PAs. Estas interpretagoes
clarificam assim a relagao essencial entre as particularidades da estrutura quimica dos PAs e o

potencial toxicologico que |hes é atribuido pela observagao clinica e laboratorial.

- As N-oxidagoes sao levadas a cabo pelas enzimas hepaticas microssomais, dando origem a
N-oxidos cujas estruturas apresentam elevada polaridade — sendo por isso mais facilmente
excretaveis — e cujas estruturas de ressonancia apresentam ja o enfraquecimento da dupla
ligacao entre Cl e C2, com a consequente diminui¢ao da instabilidade electrénica que esta
confere e do potencial de bioactivagao em metabolitos téxicos (Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld
et al, 2008). No entanto, é ainda possivel que os N-6xidos sofram reconversio aos
correspondentes PAs originais, por reducao através das enzimas hepaticas (Mattocks e White,

1971; Prakash et al., 1999; Wang et al., 2005; Wiedenfeld, 201 ) ou gastrointestinais (Allgaier
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e Franz, 2015; Mattocks e White, 1971; Wiedenfeld, 201 1), ficando estes novamente sujeitos
ao processo de bioactivagao (Allgaier e Franz, 2015; Chou et al.,, 2003; Mattocks e White,
1971; Wang et al., 2005; Wiedenfeld, 201 1). Por causa disto, a promog¢ao da conversao a N-
oxidos ou o tratamento exclusivo com estas formas nao sé nao garantem a seguranc¢a dos
individuos como podem até apresentar um perfil de toxicidade semelhante ao dos
correspondentes PAs de base livre (Chou et al., 2003; He et al., 2017; Wang et al., 2005, 2005;
Wiedenfeld, 201 1). Assim, apesar de considerada uma via de destoxificagao, no caso dos seus
produtos nao sofrerem subsequentes reacgoes de conjugagao com o glutatiao, a N-oxidagao

torna-se um processo de eficicia ambigua quanto a protecgao a agressao dos PAs (Chou et

al, 2003, 2003; Wang et al., 2005).

Vias de Bioactivacao:

- A principal via de bioactivagao dos PAs do tipo retronecina ou heliotridina a metabolitos
toxicos é a C-oxidacdo do nucleo da estrutura através da hidroxilacao dos carbonos C3 ou
C8 (adjacentes ao nitrogénio heterociclico), a qual se da principalmente através das enzimas
hepaticas microssomais (Fu et al, 2001, 2004; Prakash et al, 1999; Wiedenfeld, 201 1;
Wiedenfeld et al., 2008). Os produtos resultantes sio metabolitos intermédios de estrutura
carbinolamina, altamente instaveis, que rapidamente sofrem desidratagao do nlcleo
pirrolizidinico e um rearranjo electrénico, de forma a darem origem ao metabolito primario
activamente téxico dos PAs. Esta estrutura é um derivado didehidropirrolizidinico (também
chamada dihidropirrolizina ou, genericamente, de éster pirrélico, por apresentar um anel
semelhante ao dos alcaldides pirrolidinicos) e apresenta-se como um sistema aromatico
“pirrolico”, electronicamente conjugado no seu nucleo entre as duas duplas ligagdes que
possui e o atomo de nitrogénio heterociclico (Allgaier e Franz, 2015; Fu et al, 2004;
Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld et al., 2008). Assim, os electroes pertencentes anteriormente
ao atomo de nitrogénio encontram-se agora deslocalizados na estrutura deste derivado,
perdendo-se o caracter alcalino do mesmo; o que leva alguns autores a deixarem ja de
considerar estes metabolitos como alcaléides (Wiedenfeld et al., 2008). Estes sistemas reagem
facilmente em ambientes acidicos com a perda dos seus acidos nécicos e subsequente
rearranjo electrénico, dando origem a carbocatidces pirrdlicos de caracter altamente
electrofilico que, instantaneamente, reagem com diversas estruturas celulares nucleofilicas.
Deste modo, podem ligar-se a grupos hidroxilo, amina e sulfidril de proteinas, bem como

formar aductos com as bases puricas e pirimidinicas das cadeias de RNA e DNA, promovendo
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diversos tipos de dano celular e molecular e assim dando origem a diversas manifestagoes
toxicas, genotoxicas e carcinogénicas (Fresno, del, 1999; Fu et al, 2001, 2004; IPCS, 1988; Li
et al, 2012; Mattocks, 1968; Mattocks e White, 1971; Prakash et al, 1999; Roder, 2000;
Roeder, 1995; Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld et al., 2008). Como um passo importante em
todo este processo € a perda da porgao molecular correspondente aos acidos nécicos, de
forma a que se dé a formagao dos carbocatioes, verificam-se diferengas de toxicidade para
alcaldides com diferentes niveis de esterificagao. Geralmente os que se apresentam como
diésteres macrociclicos possuem maior capacidade para alquilar duplamente as estruturas
celulares (cross-linking) do que aqueles que apenas apresentam um centro reactivo capaz de o
fazer (C7 ou C9), os quais mais dificilmente provocam a mesma extensao de lesoes (Fu et al.,
2001, 2004; Prakash et al., 1999; Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld et al., 2008; Xia et al., 2006).
Para além disso, o centro reactivo em C7 reage mais facil e rapidamente do que o de C9,
podendo isto também manifestar-se na sua toxicidade (Kim et al., 1999; Wiedenfeld et al.,

2008).

- Também os PAs do tipo otonecina podem gerar estes derivados didehidropirrolizidinicos,
altamente reactivos, através de um processo de N-desmetilagao oxidativa. Este consiste na
oxidagao do grupo metil ligado ao nitrogénio heterociclico, o qual abandona a molécula na
forma de formaldeido, com formagao de um grupo amina no anel alcaléidico. Da-se de seguida
uma condensagao entre a cetona em C8 e o grupo amina, levando ao fechamento dos anéis
do nucleo pirrolizidinico com consequente desidratagao e formagao do sistema aromatico

pirrélico (Fu et al., 2004; Roeder, 1995; Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld et al., 2008).

- Uma vez formados, os derivados reactivos didehidropirrolizidinicos podem sofrer dois tipos
principais de metabolizagao: conjugagao com o glutatiao (uma via de destoxificagao envolvendo
a GST, analoga as que ocorrem para os compostos anteriores aos derivados pirrolicos); e
hidrolise nao-enzimatica dos acidos nécicos (a qual resulta na formagao de um metabolito
toxico secundario). Esta segunda reacgao ocorre espontaneamente em meio aquoso,
originando estruturas designadas dehidronecinas, as quais apresentam o mesmo nucleo
aromatico reactivo dos derivados anteriores, mas sao desprovidas das fun¢oes éster em C7 e
C9 e correspondentes acidos nécicos. Por causa disso, as dehidronecinas retém uma
importante actividade alquilante, deixando, porém, de apresentar a mesma facilidade de
formacao dos carbocatides electrofilicos que os ésteres pirrolicos denotavam, dado que, em
ambiente acidico, os acidos nécicos se tornavam bons leaving-groups. No entanto, apesar da
diminuicao da reactividade, as dehidronecinas podem ainda actuar do mesmo modo que os

ésteres dos quais provém, dando origem aos carbocatides por desidratagao e perda dos seus
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grupos hidroxilo em C7 e/ou C9. Deste modo, a via da hidrdlise dos derivados pirrolicos
primarios (ésteres) resulta na formagao de derivados pirrélicos secundarios (alcoois) — os
quais também sao toxicos, mas que apresentam um diferente perfil de actividade (Fu et al.,
2004; IPCS, 1988; Roder, 2000; Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld et al., 2008). Adicionalmente,
as dehidronecinas sao compostos mais polares e mais solUveis em agua, podendo isso facilitar
a sua eliminagao, por um lado, mas também promover, em virtude da sua menor reactividade,
a que sejam transportados até outros orgaos e tecidos que nao o figado para ai exercerem os
seus mecanismos de toxicidade (Edgar et al., 201 I; IPCS, 1988; Prakash et al., 1999; Wiedenfeld
et al.,, 2008). Existe inclusivamente a possibilidade de alguns aductos ja constituidos poderem
reverter, por clivagem das suas ligagoes, e assim levar a formagao de dehidronecinas, as quais,
deste modo, constituem um risco constante de toxicidade em varios tecidos, mesmo apoés
meses desde a cessacao do contacto com a fonte dos alcaldides. Por tudo isto, as
dehidronecinas sao consideradas particularmente responsaveis pelos efeitos mais tardios ou
crénicos da toxicidade dos PAs, entre os quais estao as varias manifestagoes de
mutagenicidade e carcinogenicidade em diferentes tecidos como o figado, pulmoes, pele, rins,
glandulas supra-renais, bexiga, entre outros (Allgaier e Franz, 2015; Chen, Mei e Fu, 2010;
Edgar et al., 201 |; Fu et al., 2004; IPCS, 1988; Prakash et al., 1999; Roder, 2000; Wiedenfeld et
al., 2008; Yang et al,, 2016). Tal como os compostos anteriores, também as dehidronecinas
podem vir a sofrer conjugagao com o glutatiao, assim facilitando a sua eliminagao do organismo

(Prakash et al.,, 1999).

E importante notar que, para que estas vias de bioactivacio e a formagio de ésteres e alcoois
pirrolicos reactivos se possam dar, é necessario que o alcaloide original seja insaturado em
Cl-C2, de forma a que se possa produzir por esta via uma estrutura aromatica
electronicamente conjugada entre as duas duplas ligagoes dos derivados activos. Esta
particularidade estrutural dos PAs é, pois, condicao essencial para que se possa realizar a
actividade toxicologica deste grupo de compostos (Allgaier e Franz, 2015; Fresno, del, 1999;
Mattocks e White, 1971; Prakash et al., 1999; Proenca da Cunha, 2010; Samuelsson, 1999;
Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld et al., 2008). Tem-se observado que, pelo menos alguns dos
PAs de estrutura saturada, do tipo platinecina, hastonecina, rosmarinecina e isoretronecanol,
dao origem, apds metabolizagao hepatica, a derivados pirrolicos com um anel B aromatico (ao
invés do anel A adjacente, dos PAs |,2-insaturados). No entanto, estes sao desprovidos da
reactividade alquilante que caracteriza os anteriores, nao apresentando actividade

hepatotdxica ou carcinogénica (Mattocks e White, 1971; Wiedenfeld et al., 2008).
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De notar ainda que a velocidade da reacgao de formagao dos carbocatides a partir dos
derivados didehidropirrolizidinicos (e associada a das subsequentes reac¢des com as
estruturas nucleofilicas), assim como a proporgao da formagao destes produtos, em relagao
aos das outras vias metabolicas concorrentes (hidrolises, N-oxidagao e conjugagao com o
glutatido — tidas como vias de destoxificagao), sao os dois factores mais marcantes e
determinantes da toxicidade dos PAs, a nivel da sua quimica fundamental (Li et al., 2012). Sao
também importantes para explicar a diferente susceptibilidade existente entre espécies e entre
individuos de uma mesma espécie, em relagao ao potencial téxico destes alcaloides (Fu et al,
2001, 2004; Li et al., 2012; Prakash et al., 1999; White, Mattocks e Butler, 1973; Wiedenfeld et
al., 2008).

O grupo das enzimas hepaticas pertencentes ao citocromo P450 (CYP) relne as principais
enzimas envolvidas nos processos de metabolizagao dos PAs, seja nas hidrolises por
carboxilesterases, nas N-oxidagoes, N-desmetilagoes oxidativas ou na formagao dos derivados
didehidropirrolizidinicos por C-oxidagao. As sub-familias CYP3A e CYP2B sao as mais
directamente envolvidas no processo de bioactivagao, particularmente as isoenzimas CYP3A4
e CYP2B6 (Bunchorntavakul e Reddy, 2013; Fu et al., 2004; Koleva et al., 2012; Li et al., 2012;
Neuman et al, 2015; Prakash et al., 1999; Wiedenfeld, 201 1). A alteragao da actividade das
enzimas metabolizantes de fase | e/ou de fase Il, bem como da expressao dos genes que as
codificam — seja pelos proéprios alcaldides, por outros compostos activos existentes nas
misturas herbais complexas ou pelo uso de medicagao concomitante —, pode aumentar ou
diminuir significativamente a fraccao de bioactivagao dos PAs, influindo assim na severidade
das manifestagoes todxicas destes compostos (Fu et al, 2004; Gordon, Coleman e Grisham,

2000).

Caracterizaciao da Toxicidade e suas Manifestacoes

E vasta a gama de manifestagdes toxicas provocadas pelos PAs. Considerando os efeitos a
nivel molecular, e tendo em conta os orgaos afectados, tem sido estabelecida a sua
responsabilidade em manifestagoes de genotoxicidade (Chen, Mei e Fu, 2010; Coulombe,
Drew e Stermitz, 1999; Fu et al,, 2001, 2004; He et al., 2017; Hong et al., 2003; Li et al., 2012;
Xia et al., 2003), mutagenicidade (Chen, Mei e Fu, 2010; Frei et al., 1992; Fu et al., 2004; Hong
et al, 2003; Mei et al., 2005, 2004), teratogenicidade (Chen, Mei e Fu, 2010; Edgar, Molyneux
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e Colegate, 2015; IPCS, 1988; Koleva et al., 2012; Moreira et al., 2018; Wiedenfeld et al., 2008),
carcinogenicidade (Chan et al., 2003; Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; Fu et al., 2001, 2004;
Harris e Chen, 1970; Hirono et al, 1979; IPCS, 1988; Mattocks e Cabral, 1982),
hepatotoxicidade (Allgaier e Franz, 2015; Bunchorntavakul e Reddy, 2013; Chojkier, 2003;
Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; Fu et al., 2004; IPCS, 1988; Koleva et al., 2012; Li et dl.,
2013; Neuman et al., 2015; Prakash et al, 1999; Wiedenfeld et al.,, 2008; Yang et al., 2016),
pneumotoxicidade (Chojkier, 2003; Edgar et al., 201 I; Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; IPCS,
1988; Koleva et al., 2012; Prakash et al., 1999), cardiotoxicidade (Edgar, Molyneux e Colegate,
2015; IPCS, 1988; Koleva et al., 2012), nefrotoxicidade (IPCS, 1988) e neurotoxicidade (IPCS,
1988; IPCS et al., 1989; Moreira et al., 2018), entre outras.

Genotoxicidade:

Sendo o mecanismo geral de toxicidade dos PAs a formagao de aductos envolvendo proteinas
e/ou DNA, os efeitos genotdxicos destas moléculas sao, pois, virtualmente transversais a toda
a gama de efeitos especificos e localizados que estas possam apresentar nos diferentes 6rgaos-
alvo. Estudos iniciais no ambito do esclarecimento mecanistico na promogiao e
desenvolvimento de tumores provocados pela ridelina verificaram uma correlagao significativa
entre a formagao de aductos de DNA pelos derivados didehidropirrolizidinicos e o potencial
carcinogénico imputado experimentalmente a diferentes concentragoes deste alcaldide (Chou
et al, 2003, 2003; Fu et al, 2004; Yang et al., 2001). Para além disto, observou-se que a
formagao destes aductos se da com maior expressao nos nucleos das células do endotélio
sinusoidal hepatico do que nas células do parénquima hepatico, o que se relaciona
positivamente com o facto de aquelas constituirem a origem dos hemangiosarcomas, por sua
vez, a manifestagao carcinogénica mais especifica da ridelina (Chan et al, 2003; Chou et al.,
2003). Tendo em conta o paralelismo que pode ser estabelecido entre o sistema hepatico
microssomal do humano e o dos roedores usados experimentalmente, bem como a similar
formacao de aductos em ambos, &, pois, expectavel uma relevancia semelhante destes
mecanismos na potencial carcinogenicidade provocada pela ridelina e outros PAs em seres
humanos (Chou et al., 2003; Fu et al.,, 2004; Wang et al., 2005; Xia et al., 2003). Deste modo,
dada a indugao de tumores hepaticos em roedores pela ridelina e o facto de os aductos de
DNA formados pelos seus derivados metabodlicos serem responsaveis pela promogao de
tumores hepaticos, os resultados obtidos sugerem fortemente que a ridelina possa ter um
efeito genotdxico em humanos por via da formagao de aductos de DNA. Desde entao, tem
sido construido um consideravel acervo de estudos in vitro e in vivo cuja evidéncia fundamenta
a acgao genotodxica destes alcaldides, particularmente através de dano primario nas cadeias de
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DNA, por via da formagao de um mesmo tipo de aductos de DNA a partir de diferentes tipos
de PAs, como a ja referida ridelina, a retrorsina, monocrotalina, lasiocarpina, heliotrina ou a
clivorina, bem como de extractos complexos de preparagoes vegetais tradicionais e de
suplementos alimentares (Chou et al.,, 2003; Chou e Fu, 2006; Coulombe, Drew e Stermitz,
1999; Fu et al, 2001, 2004; Wang et al., 2005; Wang, Fu e Chou, 2005; Xia et al., 2008, 2003,
2004, 2006). Estes aductos tém também sido apontados como potenciais biomarcadores para
a determinagao da exposigao a estes alcaloides por via da dieta, para a presen¢a dos mesmos
nos tecidos de diferentes orgaos e como adjuvantes na identificagao e caracterizagao de
patologias especificas destas moléculas, como sejam as formas de progressao de doenga
hepatica e formagao de tumores associados ao seu consumo. O potencial de utilizagao destas
estruturas como biomarcadores é confirmado pela sua presenga em relagio linear
proporcional a exposicao e concentracao dos PAs, assim como pela sua estabilidade,
persisténcia e especificidade para as patologias que |lhes estao associadas; dai que possam ser
usados para prever e monitorizar estas situagoes, nomeadamente a presenga e progressao das
alteragoes hepaticas (Chen, Mei e Fu, 2010; Fu et al., 2004; He et al,, 2017; Kakar et al., 2010;
Li et al,, 2012; Moreira et al., 2018; Xia et al., 2006).

Os derivados didehidropirrolizidinicos frequentemente possuem, como ficou dito, dois
centros reactivos, em C7 e em C9 (Fu et al, 2004; Prakash et al., 1999), sendo entao possivel
a formagao de ligagoes covalentes com um ou dois nucledfilos em simultaneo nestes locais da
molécula do carbocatiao. Estas situagoes levam a disrupgao funcional das estruturas envolvidas
e a um impedimento estereoquimico ainda maior, sendo assim caracterizadas pela formagao
de ligagdes cruzadas, comummente referidas como cross-linking. Apresentando-se as
interacgcoes com proteinas e com o DNA como as mais relevantes para a toxicologia dos PAs,
€ importante notar a ocorréncia significativa de crosslinks entre ambos (DNA-proteinas —
constituindo cerca de 50% do total de crosslinks celular (Coulombe, Drew e Stermitz, 1999)),
bem como entre duas bases nitrogenadas da mesma cadeia de DNA (crosslinking intracadeia),
entre bases pertencentes a cada cadeia de DNA (crosslinking intercadeia) e entre proteinas
apenas, nomeadamente enzimas e outras, nao sO estruturalmente importantes mas
funcionalmente essenciais a dinamica molecular (Chen, Mei e Fu, 2010; Kim et al., 1999; Kim,
Stermitz e Coulombe, 1995). Embora estrutural e mecanisticamente semelhantes aos aductos
simples, os crosslinks derivados de carbocatides bifuncionais denotam um perfil toxicologico
diferente, pois aqueles induzem principalmente mutagdes genéticas, enquanto estes tendem a
induzir mutagoes cromossomais. O facto de alguns PAs serem apenas monoesterificados, e,

portanto, incapazes de formar derivados pirrolicos com dois centros reactivos, faz com que
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estes nao possam ligar-se por crosslinking, possuindo assim um diferente perfil de toxicidade
em comparagao com aqueles que o podem fazer (ex.: ésteres do tipo supinidina, em relagao
aos do tipo retronecina ou heliotridina). No geral, as diferencas de reactividade entre PAs, no
que toca a formagao de crosslinks, sao devidas as diferengas de impedimento esteroquimico
que estes podem apresentar. Também aqui, portanto, os diésteres macrociclicos se
apresentam como os mais potentes agentes de ligagao cruzada. Em suma, estudos de
determinagao da poténcia relativa de crosslinking para diferentes PAs coincidem com o
potencial de toxicidade que |hes é genericamente atribuido por outros estudos com diferentes
endpoints (Chen, Mei e Fu, 2010; Coulombe, Drew e Stermitz, 1999; Kim et al,, 1999; Kim,
Stermitz e Coulombe, 1995; Wiedenfeld et al., 2008). Tanto os aductos simples como os
crosslinks tém como possiveis efeitos a disrupgao metabdlica e interrup¢ao do ciclo de vida
celular (efeito necrotico e/ou apoptético), a origem e reprodugao de mutagoes genéticas com
consequéncias diversas ou a inducao e transmissao de danos genéticos estruturais passiveis de
iniciar processos cancerigenos (Chen, Mei e Fu, 2010; Fu et al, 2001, 2004; IPCS, 1988;
Mattocks e Cabral, 1982; Neuman et al., 2015; Prakash et al., 1999; Wiedenfeld et al., 2008).

Outros métodos de estudo relativos a expressao da genotoxicidade dos PAs a nivel molecular
sao a medigao da frequéncia de ocorreéncia de fracturas nas cadeias de DNA e o teste da UDS
(Unscheduled DNA Synthesis). Os resultados tém-se mostrado contraditorios e incertos quanto
a capacidade dos PAs para provocarem fracturas nas cadeias simples de DNA, dependendo os
mesmos do tipo de metodologia de estudo usada para efectuar estas medigoes, sendo que
podem apresentar sensibilidades bastante diferentes entre si. No entanto, alguns estudos mais
recentes apontam para um significativo efeito de dose-resposta na quebra das cadeias de DNA
para alguns PAs (Chen, Mei e Fu, 2010). Ja o teste de UDS quantifica a sintese de DNA como
efeito de reparagao, apos a excisio de uma por¢ao de material genético modificado por
agentes causadores de dano estrutural primario de DNA, neste caso através dos aductos
causados pelos PAs. Resultados de diversos estudos tém demonstrado significativos aumentos
na UDS, relacionados com diferentes concentragoes de PAs, nomeadamente no respeitante a

ridelina, senecionina, retrorsina e senecifilina (Chen, Mei e Fu, 2010).

Ja a nivel celular e citogenético, o foco dos estudos de genotoxicidade passa pela observagao
do estado e interaccao dos cromossomas entre si, através da verificagio da ocorréncia de
mutagoes cromossomicas, e da disposicao destes na célula. Testes comuns neste ambito siao
a verificagao da indu¢iao de micronucleos em células, durante ou apds o processo de divisao;
a observagao de aberragoes cromossomicas; ou a medigao da frequéncia de trocas de material

genético entre cromatideos-irmaos (SCE — Sister Chromatid Exchange). A designacao de
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micronlcleos é dada a cromossomas ou fragmentos de cromossomas envoltos numa
membrana nuclear, durante a mitose ou meiose que, de forma disfuncional, nao seguiram o
seu curso para a célula-filha. Deste modo, estas estruturas formam como que pequenos
nucleos disfuncionais e sao marcadores de dano provocado por agentes genotoxicos. A este
respeito, os PAs tém demonstrado claramente serem fortes agentes clastogénicos, induzindo
o aparecimento de micronucleos em hepatocitos e eritrécitos, em particular a integerrimina,
retrorsina, heliotrina, monocrotalina e isatidina (Chen, Mei e Fu, 2010). Tem sido também
verificado através de diversos estudos, realizados ao longo de varios anos, que alguns PAs
induzem significativamente o aparecimento de aberragoes cromossomicas, nomeadamente
através de trocas intercromossomicas e de deleccao de partes dos mesmos, ainda que nos
resultados possam influir condigoes como as linhas celulares usadas e os sistemas de activagao
escolhidos. Deste modo, verifica-se a genotoxicidade de PAs como a ridelina, heliotrina,
lasiocarpina, petasitenina, senquirquina, monocrotalina ou a integerrimina (Chen, Mei e Fu,
2010). No que diz respeito aos cromatideos-irmaos — entidades virtualmente idénticas quanto
ao seu conteudo -, as trocas de material genético entre os mesmos tém sido associadas a um
risco aumentado de dano cromossémico e inducio de tumores. Testes de SCE tém
demonstrado que muitos PAs sao promotores destes eventos genéticos, como a ridelina,
heliotrina, monocrotalina, senecifilina e senquirquina (Chen, Mei e Fu, 2010), sendo que
aqueles com capacidade para formar derivados pirroélicos bifuncionais sao melhores indutores

de SCE (IPCS, 1988).

Mutagenicidade:

Diferentes sistemas e desenhos de testes experimentais tém sido usados na determinagao da
capacidade dos PAs em originar mutagoes genéticas. De entre os mais comuns estao aqueles
em que, devido a sua simplicidade e facilidade de manipulagao, sao testados diferentes
alcaldides em culturas bacterianas, particularmente em diversas estirpes de Salmonella
typhimurium, normalmente associadas e precedidas de um sistema de activagao microssomal
(Chen, Mei e Fu, 2010; Fu et al., 2004). No entanto, resultados contraditorios tém levado a
que se considerem alguns destes sistemas insuficientemente sensiveis, se nao associados a um

sistema de activagao hepatico adequado (Rubiolo et al., 1992).

Devido a isto, tém sido preferidos os sistemas de teste que fazem uso da Drosophila
melanogaster, comummente designada de mosca da fruta (Chen, Mei e Fu, 2010; Fu et al., 2004).
Estes adequam-se melhor aos ensaios com PAs, nao s6 devido a semelhanga entre as vias

metabdlicas gerais da Drosophila e as dos mamiferos, mas também ao seu versatil sistema de
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bioactivagao e a elevada sensibilidade a agentes de cross-linking, bem como a um elevado nivel
de ortologia (correspondéncia entre grupos de genes com a mesma fun¢ao bioldgica entre
espécies distintas) de uma parte do seu genoma, em relagio com o dos humanos. Dois dos
testes in vivo mais comuns sao o SLRL (Sex-Linked Recessive Lethal Assay), um teste
mutagénico sensivel e adequado aos PAs, que se correlaciona bem com a actividade
carcinogénica conhecida para cada um; e o SMART (Somatic Mutation and Recombination
Test), o qual tem por base, principalmente, a observagao fenotipica dos olhos ou das asas
(referido comummente por Wing Spot Test) (Candrian et al., 1984; Chen, Mei e Fu, 2010; Fu
et al, 2004). Heliotrina, senecifilina, senquirquina e monocrotalina foram determinados como
mutagénicos, de acordo com o teste de SLRL, enquanto a integerrimina testou positivo para
o Wing Spot Test (Candrian et al., 1984; Chen, Mei e Fu, 2010; Fu et al., 2004). Num estudo em
que 16 PAs foram submetidos a este teste, foi possivel verificar o potencial mutagénico deste
grupo de compostos e relaciona-lo com a estrutura particular de cada um (Frei et al., 1992).
Os resultados confirmam aquilo que tem sido estabelecido quanto ao potencial toxicoldgico
geral dos PAs (genotoxico ou carcinogénico): todos os PAs testaram positivo, com excepgao
da supinina, cabendo a senquirquina, monocrotalina, senecifilina e senecionina as maiores
respostas mutagénicas. Em linha com outros estudos, portanto, estabelece-se também aqui
uma maior poténcia genotdxica para os PAs que apresentam uma estrutura de diéster
macrociclico, diminuindo esta para os PAs duplamente esterificados mas de cadeia aberta e
apresentando-se minima para os monoesterificados, sendo a lipofilia um factor que favorece a

actividade mutagénica (Frei et al., 1992; Fu et al., 2004).

Mais recentemente tem aumentado a preferéncia pelo uso de roedores, em particular ratos
transgénicos, dado que estes podem facilitar o estudo especifico da acgao sobre um tecido-
alvo e outros trabalhos quantitativos e qualitativos a partir dai (Chen, Mei e Fu, 2010). Neste
ambito, sao de especial importancia a medi¢ao da frequéncia de mutagoes provocadas pelos
PAs em determinados genes e a determinagao e caracterizagao do tipo mais frequente dessas
mutagoes. A este respeito verifica-se um aumento significativo da frequéncia de mutagdes no
gene cll dos tecidos tratados com PAs. Verifica-se ainda que os aductos induzidos pela ridelina
e outros PAs no gene cll do figado de ratos se dao preferencialmente em pares de bases G:C,
com maior reactividade para os nucledtidos de guanina. Entre os tipos de mutagoes
promovidas pela formagao de aductos neste par de bases, as de expressao mais significativa
sao a transversao G:C—T:A e as substituicoes de base em tandem GG—TT e GG—AT,
provavelmente originadas a partir de crosslinks intracadeia em regices de guanosinas

adjacentes. Assim, uma prevaléncia deste tipo de mutagdes pode constituir um biomarcador
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molecular para a determinagao da exposicao aos PAs ou, pelo menos, um padrao mutagénico
caracteristico da sua genotoxicidade (Chen, Mei e Fu, 2010; Chou et al., 2003; Fu et al., 2004;
Mei et al.,, 2005, 2004).

Em conclusdo, a actividade mutagénica dos PAs afigura-se genericamente como um resultado
diretamente proporcional a concentragao dos mesmos, sendo esta mediada pela formagao de
aductos entre o DNA e os seus metabolitos didehidropirrolizidinicos, resultando em dano
genético a nivel molecular e cromosséomico e em mutagoes potencialmente indutoras de

processos carcinogénicos.

Teratogenicidade e Fetotoxicidade:

Apesar da maioria dos PAs apresentar uma estrutura de caracter maioritariamente polar, o
que lhes possibilita dissolverem-se em agua e nas misturas aquosas organicas, pensa-se que
alguns destes compostos possam apresentar uma maior lipofilia, assim permitindo-lhes, por
exemplo, serem mais facilmente transportados através da barreira placentar (Prakash et al.,
1999). A maior parte deles, no entanto, devera apresentar esta capacidade de forma parcial e,
embora relativamente raros, existem registos de casos, na literatura cientifica, de observagao
de manifestagcoes de intoxicagao hepatica por PAs em fetos e recém-nascidos cujas maes
teriam consumido plantas, ou extractos das mesmas, contendo estes compostos; ainda que
estas nao apresentassem qualquer sintoma (Rasenack et al, 2003; Roulet et al, 1988). A
justificacao para a ocorréncia destes casos consiste precisamente na capacidade de alguns PAs
em atravessar a placenta, por um lado, e/ou em poderem solubilizar-se e serem transmitidos
pelo leite materno, por outro (Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; Mattocks e White, 1973).
Durante o desenvolvimento fetal, e quase até ao momento do nascimento, o figado do bebé
nao tem a capacidade de metabolizar os PAs, pelo que manifestagoes toxicas que se creiam
originadas nesta fase tém necessariamente de advir da transmissao transplacentar dos
derivados pirrélicos formados no figado materno. A partir dai, porém, o desenvolvimento do
recém-nascido comega a permitir a metabolizagao hepatica, o que o torna altamente
susceptivel ao contacto com PAs, em particular através da amamentagao. Assim, o embriao in
utero aparenta ser mais resistente que o recém-nascido aos efeitos toxicos dos PAs (Edgar et

al,, 201 I; IPCS, 1988; Mattocks e White, 1973).

Estudos realizados em ratos no decurso da sua segunda semana de gestagao demonstram o
efeito dos PAs em atrasar o desenvolvimento fetal e na indugao de deformagoes musculo-
esqueléticas no feto, como a ossificagio retardada ou de morfologia alterada, sendo a

gravidade das mesmas a ser determinada pela concentragao das doses aplicadas, com a morte
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intra-uterina como consequéncia final deste efeito. Embora a exposi¢ao a PAs por parte de
ratos em gestagdo nem sempre seja uma garantia da observagao de manifestagoes
hepatotdxicas nos fetos e recém-nascidos, existe evidéncia significativa de que estes
compostos podem levar a ocorréncia de partos prematuros, provocar efeitos teratogénicos e
fetotoxicos e causar morte fetal intra-uterina (Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; EMA

European Medicines Agency, 2014; IPCS, 1988; Wiedenfeld et al., 2008).

Carcinogenicidade:

Nao existem, até a data, relatos de casos oncolégicos em humanos de causalidade
inequivocamente estabelecida em relagao a exposicao a PAs, nem informagao decorrente de
monitorizagoes a longo prazo de populagdes humanas expostas a PAs e sua potencial relagao
com a incidéncia cancerigena nas mesmas. No entanto, multiplos estudos experimentais em
animais tém demonstrado que varios PAs possuem uma acgao carcinogénica nos mesmos,
entre os quais estao a monocrotalina, heliotrina, lasiocarpina, clivorina, petasitenina e ridelina
[29 da Moreira]. Diversos destes compostos foram ja considerados pela IARC (International
Agency for Research on Cancer — Agéncia Internacional de Investigagao para o Cancro) e
categorizados ou no Grupo 2B, “possivelmente carcinogénico em humanos”, ou no Grupo 3,
“nao classificavel como carcinogénico em humanos”. Esta concluiu que existia, nos estudos
experimentais em animais, suficiente evidéncia para a classificagdo de alguns PAs a este
respeito, bem como de extratos de diversas plantas contendo estes alcaldides. Porém, a
classificagao foi inicialmente conservadora, colocando muitos no Grupo 3, tendo depois sido
reavaliados e colocados no Grupo 2B a ridelina, lasiocarpina e monocrotalina (Allgaier e Franz,
2015; COT Committee on toxicity, 2008; EMA European Medicines Agency, 2014). No Grupo

3 ficaram a isatidina, retrorsina e a senquirquina (Koleva et al., 2012).

Ainda que se constate dificil uma determinagao definitiva de evidéncia causal entre a exposicao
a PAs e a indugao de tumores em humanos, as bases da mesma encontram-se ja relativamente
estabelecidas pela conjugagao de diferentes tipos de conhecimento, resultantes de estudos de
natureza e abordagem diversa. Desde logo, através do relato e descrigao, na literatura, de
casos clinicos relacionando o contacto com PAs, inclusive voluntario, com a presenga de
tumores hepaticos (a forma mais comum de carcinogenicidade causada pelos mesmos) em
determinadas populagoes especificas. Assim, verifica-se que a elevada ocorréncia de casos de
carcinoma hepatico primario em individuos de comunidades centro- e sul-africanas, com forte
tradicao na utilizagao de produtos medicinais artesanais a base de plantas contendo PAs, tem

sido reconhecidamente imputada uma relagao de causalidade para com a exposi¢ao a estes
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compostos (Culvenor, 1983; Pavlica e Samuel, 1969; Schoental, 1968). Outro corpo de
estudos que contribui directamente para o estabelecimento da importancia e responsabilidade
dos PAs na carcinogenicidade é composto pelas investigagoes laboratoriais realizadas em
animais experimentais, maioritariamente em ratos. Alguns dos compostos usados nestes
estudos e, portanto, tidos como carcinogénicos nos testes efectuados, sao a ridelina, muitas
vezes tomada como modelo dos PAs, senquirquina, sinfitina, o derivado pirrolico
dehidroheliotridina ou os alcaloides contidos em extractos de Senecio spp. (Chan et al., 2003;
Culvenor, 1983; Harris e Chen, 1970; Hirono et al., 1979; Mattocks e Cabral, 1982; Peterson
et al, 1983). Quer fagam uso de extractos de plantas que contenham PAs, dos proprios
alcaldides isolados ou dos seus derivados, estes trabalhos tém demonstrado a
carcinogenicidade destes agentes em diversos orgaos e tecidos: particularmente e de forma
mais frequente no figado (sob a forma de carcinoma hepatocelular e de hemangiosarcomas),
mas também nos pulmoes, cérebro, medula espinal, pele, bexiga, rins, glandulas supra-renais,
tracto gastro-intestinal, pancreas e ossos, entre outros (Chen, Mei e Fu, 2010; Edgar,
Molyneux e Colegate, 2015; IPCS, 1988; Moreira et al., 2018). Independentemente do desenho
dos testes e dos seus objectivos especificos, estes estudos tém permitido verificar e
estabelecer uma relagao de causalidade entre a exposicao a diversos PAs e o desenvolvimento
efectivo de tumores em varios tecidos dos animais usados. Por fim, encontram-se os estudos
de caracter genotdxico que fazem uso dos PAs ja tidos como carcinogénicos em animais, de
forma a relaciona-los positivamente com os resultados dos testes e mecanismos de
genotoxicidade e mutagenicidade atras descritos; assim como aqueles que relacionam os
mecanismos de toxicidade dos PAs nos animais e nos humanos, aproximando-os. Estes
fornecem uma base de racionalidade que permite fazer a ligagao entre a acgao mecanistica
quimica e bioquimica dos PAs e o seu provavel efeito carcinogénico nos humanos (Chou et al.,
2003, 2003; Chou e Fu, 2006; Fu et al., 2001; Hong et al., 2003; Wang et al., 2005; Wang, Fu e
Chou, 2005; Xia et al., 2003). Deste modo, estabelece-se a hipotese de trabalho, cujas forgas
empirica e racional provém simultaneamente de diferentes fontes e que é permanentemente
reforgada por nova evidéncia: de que os PAs sao compostos tdxicos com um mecanismo de
acgao que passa pela formagao de aductos com proteinas e DNA, levando a ocorréncia de
danos estruturais nas células e tecidos e a mutagoes genéticas e cromossoémicas responsaveis

pela indugao de processos carcinogénicos em humanos.
Hepatotoxicidade:
Sao geralmente considerados agentes hepatotoxicos directos aqueles compostos capazes de

efectivar uma acgao sobre a secregao biliar, provocando a colestase, mas sem
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significativamente impactarem o parénquima hepatico. Ja os agentes hepatotdxicos indiretos
sao aqueles passiveis de provocar dano hepatico através de disrupgoes metabodlicas ou
fisiologicas, actuando principalmente sobre o parénquima do figado. Estes podem competir
com metabolitos fundamentais a manutencao da homeostase, levando a alteragoes extensas
do mapa metabdlico, ou alterar a estrutura bioquimica de componentes essenciais a nivel
molecular e celular, dando origem a processos patologicos. Os PAs fazem parte deste ultimo
grupo, das hepatotoxinas indirectas, ao actuarem através da alquilagio de estruturas
fundamentais e consequente formagao de aductos com as mesmas (Neuman et al., 2015).
Assim, independentemente da variagao estrutural que os PAs indubitavelmente apresentam,
todos eles efectivam a sua carcinogenicidade ou hepatotoxicidade a partir de um mesmo
processo de activagdo metabolica (dando origem a derivados pirrélicos reactivos) e de
mecanismos de acgao analogos (através da formacao de aductos, respectivamente, com o
DNA e com as proteinas do tecido hepatico) (Chojkier, 2003; Li et al., 2012; Mattocks, 1968;
Prakash et al., 1999; Xia et al., 2006). A este respeito, € interessante notar, no entanto, que a
actividade carcinogénica dos PAs aparenta relacionar-se de forma proporcional com o seu
comportamento mutagénico, mas nao com a sua poténcia hepatotoxica (Chen, Mei e Fu, 2010;
EMA European Medicines Agency, 2014; Fu et al,, 2004; IPCS, 1988), o que provavelmente
reflete a necessidade de mecanismos genotoxicos e de fixagao e proliferagao mutagénica para
o desenvolvimento dos processos cancerigenos associados aos PAs, por um lado, e a maior
independéncia do processo hepatotoxico em relagao aos mecanismos genéticos, por outro.
No geral, a hepatotoxicidade dos PAs da-se de acordo com os niveis de reactividade
determinados pelas suas particularidades estruturais, ja descritas, tendo um estudo de
screening in vitro determinado que esta se apresenta mais expressiva para os PAs do tipo
otonecina, seguindo-se os do tipo retronecina e sendo minima para aqueles cujas necinas sejam

do tipo platifilina (Li et al., 2013).

E possivel identificar cinco vias fundamentais da actuagao toxicolégica dos PAs a nivel celular
e molecular, processos responsaveis no seu conjunto pelo desenvolvimento total da sua

hepatotoxicidade:

- Alquilacdo de proteinas, enzimas e outras estruturas fundamentais. Decorre daqui
a perda de fungao das mesmas e a desregulagao das vias metabdlicas gerais e dos seus
substratos naturais. O resultado final deste processo, acompanhado das restantes formas de
actuacao dos PAs, é, frequentemente, a necrose das células afectadas (Edgar, Molyneux e

Colegate, 2015; IPCS, 1988; Prakash et al., 1999).
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- Stress oxidativo. Para além da formagao de aductos, o mecanismo de alquilagao dos
derivados pirrolicos potencia a oxidagao de moléculas de capacidade redutora. Verificou-se
que os PAs levam a deplec¢ao do glutatiao nas células endoteliais hepaticas e que a
administragcao de N-acetil-cisteina, um precursor do glutatiao, diminui os efeitos oxidativos
dos PAs nestas células (DelLeve, Shulman e McDonald, 2002; Wang, Kanel e DeLeve, 2000).
Adicionalmente, o fornecimento continuo de glutatiao as mesmas tem o importante efeito de
impedir a morte celular e prevenir o desenvolvimento da hepatopatia (DelLeve, Shulman e
McDonald, 2002). Seja pela ac¢ao de mecanismos de proteccao, ou por for¢a da presenga
destes derivados instaveis, os PAs operam entao uma generalizagao do estado de oxidacao
celular e assim promovem a degradagao das suas estruturas e disrupgao das suas fungoes, nas
quais se inclui, por exemplo, o dano mitocondrial, facilitador dos processos apoptoticos. Outra
importante consequéncia deste efeito é a acumulagao progressiva de metabolitos toxicos e
moléculas danificadas nas paredes das células do endotélio sinusoidal, o que, acompanhada de
posteriores efeitos como o desenvolvimento de fibrose nestas células, contribui
significativamente para a obstrugao das vénulas hepaticas (Chojkier, 2003; DeLeve, Shulman e

McDonald, 2002; Neuman et al., 2015).

- Inducido da resposta inflamatéria e desregulacao da comunicacao intercelular. A
presenca dos PAs no organismo e os seus efeitos de stress oxidativo vao proporcionar a
libertagao de citocinas e outras moléculas inflamatorias pelos monécitos, macréfagos e demais
células envolvidas na resposta a agressao dos PAs. Exemplos sao o TNF-a (Tumor Necrosis
Factor Alfa - Factor de Necrose Tumoral Alfa), directamente indutor da morte celular, e a IL-
IB (Interleucina | Beta), ambos de propriedades pro-coagulantes, acgao essa que exerce uma
importante influéncia no desenvolvimento da hepato- e pneumotoxicidade por PAs; assim
como a IL-6 e IL-8 e a fibrina, fibrinogénio e factor VIII, que se vao depositar nas paredes das
veias e sinusoides hepaticos (Chen e Huo, 2010; Chojkier, 2003; DelLeve, Shulman e
McDonald, 2002; Neuman et al.,, 2015). Por outro lado, verifica-se a diminui¢ao dos niveis de
proteinas anticoagulantes (DeLeve, Shulman e McDonald, 2002). Importante ainda é referir a
inducao da producao e libertagao de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor — Factor de
Crescimento Endotelial Vascular) pelos hepatécitos, em resposta ao dano das células
endoteliais, consequente diminuicio do fluxo sanguineo e hipoxia do tecido hepatico
adjacente. Por sua vez, o VEGF induz o aumento da replicagao endotelial, a qual agravara a
obstrucao das vénulas hepaticas e aumentara a probabilidade de proliferagao de mutagoes
induzidas pelos PAs (Chojkier, 2003; EMA European Medicines Agency, 2014; Yang et al.,

2016). No sentido contrario, o dano provocado as células sinusoidais impede também a
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produgao e libertagao de factores de crescimento reguladoras da homeostase e do ciclo de
vida dos hepatodcitos, promovendo a sua desregulacio e tornando-os mais susceptiveis a

agressao dos PAs a varios niveis (Chojkier, 2003).

- Accao anti-mitética. Os PAs provocam uma pronunciada inibi¢ao da proliferagao celular,
nomeadamente nos hepatocitos. Este persistente efeito anti-mitotico da-se principalmente por
acgao dos alcoois pirrolicos (dehidronecinas) e deve-se, possivelmente, a interferéncia com o
citoesqueleto de tubulina (Wiedenfeld et al.,, 2008), evitando ou interrompendo o ciclo de
divisao celular e dos processos homeostaticos e metabodlicos associados e originando o
aparecimento de megaldcitos (hepatocitos de volume aumentado, contendo um nicleo grande
e hipercromado) e corpos necroticos (Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; IPCS, 1988; Prakash
et al, 1999; Wiedenfeld et al., 2008; Yang et al, 2016). Outra das razoes apontadas para a
ocorréncia da megalocitose é a mutagao e disfungao de genes reguladores do ciclo celular, o
que, inibindo a mitose, leva a uma continua sintese de DNA e proteinas (Prakash et al.,, 1999).
Quer os megaldcitos constituam causa ou consequéncia do efeito anti-mitotico dos PAs, a
ocorréncia de ambos tem um papel central no desenvolvimento da toxicidade dos mesmos.
Embora esta accao tenha como consequéncia imediata a inibicao da proliferagao celular, e
assim constitua uma protecao inicial contra o desenvolvimento cancerigeno e mutagénico, a
mesma vai ser importante para a efectivagdo dos outros mecanismos moleculares e
fisiopatologicos da toxicidade dos PAs. Para além disso, esta mesma acg¢ao anti-cancerigena é
facilmente neutralizada e ultrapassada nos casos de exposicao regular e intermitente aos PAs,
em que os contactos renovados com as toxinas se dao apés um periodo de tempo suficiente
para que a inibicdo mitotica deixe de se fazer sentir; assim facilitando o desenvolvimento da
acgao carcinogénica dos PAs (Harris e Chen, 1970; IPCS, 1988; Wiedenfeld et al., 2008). Para
que possa ocorrer, no entanto, esta ac¢ao dos PAs deve ser acompanhada precisamente de
um estimulo a divisao celular (Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; Prakash et al, 1999;
Wiedenfeld et al., 2008; Yang et al.,, 2016), estimulo esse que pode ser proporcionado pelo
efeito necrotico agudo da agressao dos PAs ao tecido hepatico ou por qualquer outro factor
que promova a regeneragao celular, incluindo aqueles que naturalmente existem ja em
individuos jovens em crescimento (Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; EMA European
Medicines Agency, 2014; Prakash et al, 1999). Porém, apesar da sua importancia como
marcador do desenvolvimento da toxicidade dos PAs, os megalocitos nao foram ainda
observados em preparagoes histoldgicas provenientes de casos de intoxicagao humana por

estas substancias (Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; Prakash et al., 1999).
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- Inducao da apoptose. A promocao da inducao da apoptose pelos PAs pode ser efetuada
por diferentes vias, umas mais diretas, outras derivadas dos efeitos interligados descritos
anteriormente. Encontram-se sob estudo os varios modos pelos quais esta se pode concretizar
por efeito dos PAs. Duas vias, porém, pelas quais esta se pode efectivar sao através do
aumento dos niveis de Bax (uma proteina pro-apoptodtica) e através da activagao da via
apoptotica intrinseca, mediada pela mitocondria, com a libertagao do citocromo ¢, activagao
da caspase-3 e degradacao da proteina Bcl-x (anti-apoptotica) (Chojkier, 2003; Neuman et al.,
2015).

2

E importante notar que todos estes processos se encontram interligados e sao
frequentemente interdependentes, para que possam ocorrer a um nivel significativo. O
desenvolvimento geral da hepatopatia por PAs inicia-se através do dano provocado a
vasculatura e as células do parénquima hepatico. A disrupgao geral do sistema metabolico e
homeostatico da célula, associada a acumulagio dos produtos do stress oxidativo e a
incapacidade da mesma em regenerar ou absorver esses produtos vai promover a sua
acumulagao nas células endoteliais hepaticas e nas paredes dos sinusoides. Ja a ac¢ao anti-
mitotica dos PAs vai impedir a regeneragao celular normal, contribuindo para a desregulacao
geral dos processos celulares e facilitando as condigoes de morte celular; e provocar o
aumento de volume das células sinusoidais, agravando a obstrucao nao-trombatica ao fluxo
sanguineo. Por sua vez, a libertacio de factores pro-inflamatorios e a desregulagio da
comunicagao intercelular vai promover a vulnerabilizagao dos hepatocitos, estimular a
proliferacao rapida das células endoteliais, o que leva a privacdo de oxigénio no tecido
hepatico, e efectivar outros efeitos a nivel da coagulagao e promocao da apoptose. Esta ultima
pode ainda ser activada, levando a morte de grandes porgoes de tecido hepatico. As
consequéncias destes processos vao desde a hipertensiao portal e insuficiéncia hepatica a
fibrose, cirrose e necrose, faléncia hepatica e morte (Bunchorntavakul e Reddy, 2013; Chen e
Huo, 2010; Chojkier, 2003; DelLeve, Shulman e McDonald, 2002; Edgar, Molyneux e Colegate,
2015; IPCS, 1988; Prakash et al., 1999; Yang et al., 2016).

Podem ser identificados trés niveis distintos de intoxicagao por PAs, extensiveis a todos os
orgaos e tipos de manifestagdes, mas mais facilmente identificaveis pelos seus efeitos a nivel
hepatico: agudo, sub-agudo e croénico. Estas categorias relacionam-se com a quantidade de PAs
inerente a cada episédio de exposicao, bem como a duragao ou frequéncia dessa exposigao,
exprimindo a resposta organica a conjuntura de cada momento. Podem representar, cada uma
por si sO6, o quadro completo de desenvolvimento da doen¢a ou, por outro lado,

apresentarem-se como fases de uma evolugao e progressao sequencial entre si (EMA
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European Medicines Agency, 2014; IPCS, 1988; Neuman et al., 2015; Wiedenfeld et al., 2008).

Caracterizam-se da seguinte forma:

Quadro Clinico Agudo - Os primeiros sinais e sintomas incluem uma dor difusa na regiao
superior direita do abdémen, niveis elevados de bilirrubina sérica, um aumento rapido e
significativo de peso e ascite de inicio subito, derivada da hipertensao portal, a qual resulta em
distensao abdominal, pés edemaciados e oligiria (Bunchorntavakul e Reddy, 2013; Deleve,
Shulman e McDonald, 2002; EMA European Medicines Agency, 2014). E comum registar-se
ictericia e niveis elevados das enzimas hepaticas (Bunchorntavakul e Reddy, 2013). Verifica-se
obstrugao e dano das pequenas ramificagdes das vénulas eferentes, esteatose hepitica e
hepatomegalia. Em estados agravados é possivel que se dé o vomito de sangue, ascite
pronunciada e necrose hemorragica centrilobular em grande extensao (Bunchorntavakul e
Reddy, 2013; IPCS, 1988; Koleva et al., 2012; Moreira et al,, 2018; Neuman et al., 2015; Prakash
et al, 1999). A morte por faléncia hepatica acontece geralmente dentro de sete dias (IPCS et
al, 1989). No entanto, até determinado ponto e extensao da doenga, estes efeitos podem ser
reversiveis. A fase aguda da toxicidade dos PAs é fatal em cerca de 20 a 40% dos doentes.
Cerca de 50% recupera totalmente. Em cerca de 15 a 30% o desenvolvimento da patologia
segue o curso de uma fase sub-aguda ou crénica (Bunchorntavakul e Reddy, 2013; EMA
European Medicines Agency, 2014; Neuman et al., 2015). O procedimento clinico habitual para
casos de hepatotoxicidade por agentes fitoquimicos € a retirada da toxina em questao quando
esta provém de uma toma voluntaria, apés a qual a fungao hepatica podera melhorar e retomar
o seu estado normal. No entanto, em casos fulminantes, esta pratica podera resultar num
declinio abrupto dos niveis de enzimas hepaticas e esta podera refletir um agravamento da
funcao hepatica, em vez da esperada melhoria da sua capacidade funcional (EMA European
Medicines Agency, 2014; Neuman et al, 2015). A partir do momento que se verifica uma
estabilizacao da faléncia hepatica, a Unica solugao efectiva podera mesmo ser o transplante de
figado (Bunchorntavakul e Reddy, 2013). Desta forma, é vital a identificacio precoce da
toxicidade e do seu agente causador e origem, como formas de permitir uma avaliagio da
gravidade clinica, a monitorizagdo da funcao hepatica e suficiente margem de aplicagao

terapéutica.

Quadro Clinico Sub-Agudo - E a forma da intoxicagio por PAs mais caracteristica dos
mesmos, manifestando-se principalmente sob a condi¢ao designada tradicionalmente de VOD
(Veno-Occlusive Disease — Doenga Veno-Oclusiva), mais recentemente denominada HSOS
(Hepatic Sinusoidal Obstruction Syndrome — Sindrome Hepatica de Obstrugao Sinusoidal)

(Chojkier, 2003; Deleve, Shulman e McDonald, 2002; Edgar, Molyneux e Colegate, 2015;
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Neuman et al, 2015; Prakash et al., 1999). Apesar da HSOS nao ter a intoxicagao por PAs
como etiologia exclusiva, podendo resultar da acgao alquilante de outros compostos toxicos
e sendo uma complicagao frequente do transplante de medula éssea (Deleve, Shulman e
McDonald, 2002), os PAs sao os Unicos compostos naturais conhecidos capazes de provocar
esta sindrome e o seu desenvolvimento total; a qual se pode ainda fazer acompanhar das
restantes manifestagdes organicas provocadas pelos mesmos (Edgar, Molyneux e Colegate,
2015). Deste modo, € possivel confirmar mais facilmente a responsabilidade dos PAs no
desenvolvimento da HSOS quando simultaneamente se verifica a presenga de tumores, cirrose
hepatica ou hipertensao pulmonar e outros sinais de pneumotoxicidade, ou se circunscreve a
presenca destes sinais e sintomas em pequenos nucleos regionais ou em individuos mais jovens
(Edgar, Molyneux e Colegate, 2015). A HSOS apresenta, apesar de tudo, um quadro
fisiopatologico bem definido, sendo assim considerada uma manifestagao especifica e
patognomonica para os PAs (Allgaier e Franz, 2015; Chen, Mei e Fu, 2010; Chojkier, 2003;
Moreira et al., 2018; Prakash et al., 1999). Ela pode advir da evolugao de uma forma inicialmente
aguda ou ser o resultado de uma exposicao a niveis de PAs insuficiente para provocar uma
resposta imediata mas passivel de causar sintomas a médio prazo (IPCS et al., 1989; Prakash et
al, 1999; Wiedenfeld et al., 2008). Inicia-se pela accao dos metabolitos pirrolizidinicos no
tecido hepatico, causando dano sinusoidal primario e disfungao do parénquima, os quais
resultam em distensao vascular, proliferacao do endotélio e das células do ducto biliar, fibrose
sinusoidal, hipertrofia medial do figado, hipertensao portal e congestao hepatica por oclusao
do limen das vénulas centrilobulares. Da-se assim a perda da irrigacio sanguinea,
eventualmente levando a necrose hemorragica do tecido hepatico e morte. Niveis elevados
das enzimas hepaticas podem ser determinados algumas semanas apds a exposicao e
coincidem com o pico do desenvolvimento da doenga, devendo-se provavelmente a necrose
isquémica (Deleve, Shulman e McDonald, 2002). Caracteriza-se clinicamente por dor
abdominal intensa, vomitos, diarreia com sangue, hiperbilirrubinémia, ascite e hepatomegalia
(Chen e Huo, 2010; Chojkier, 2003; DeLeve, Shulman e McDonald, 2002; Edgar, Molyneux e
Colegate, 2015; IPCS, 1988; Neuman et al., 2015; Prakash et al., 1999).

Quadro Clinico Crénico — Em casos em que os niveis de exposi¢ao sio reduzidos mas
significativos e prolongados, continua ou intermitentemente, ou em que ha uma extensao das
manifestagoes sub-agudas no tempo, é possivel verificar um quadro cronico de intoxicagao, de
consequéncias irreversiveis. Neste contexto, é possivel observar o desenvolvimento de
megaldcitos, uma extensao da area do figado afectada ou agravamento do estado clinico

anterior, com diminuigao da fungao hepatica, e, em estagios finais, carcinoma hepatocelular ou
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fibrose centrilobular, cirrose e necrose, com faléncia hepatica e morte (Chen e Huo, 2010;
Chojkier, 2003; EMA European Medicines Agency, 2014; Fu et al., 2004; IPCS, 1988; Prakash
et al, 1999). As dehidronecinas tém sido apontadas como as principais responsaveis pelas
manifestagcoes cronicas das intoxicagoes por PAs (Edgar et al, 2011; Edgar, Molyneux e
Colegate, 2015; Neuman et al., 2015; Prakash et al., 1999; Wiedenfeld et al., 2008), dado que
a administracao de alcoois pirrdlicos em animais, mesmo em elevadas concentragoes, nao
provocam efeitos hepatotdxicos agudos, ao contrario dos ésteres pirrolicos, mas relacionam-
se com os efeitos tardios em diferentes orgaos (IPCS, 1988). A este respeito, tem sido
colocada a hipétese de que um s6 episodio de exposicao a PAs possa constituir um
reservatorio de ligacao aos tecidos, tal que os efeitos cronicos da exposicao aos PAs apenas
sejam notados varios meses apds o episddio de contacto com a toxina, o que dificulta
enormemente a identificagao da etiologia e reduz ao minimo a probabilidade de sucesso
terapéutico (Edgar et al, 2011). Considerando o desenvolvimento sub-agudo e croénico no
total, a mortalidade estimada para a HSOS, segundo varios autores, varia entre 20 a 50%,
estando quase sempre mais proxima do segundo valor (Chen e Huo, 2010; Edgar, Molyneux

e Colegate, 2015; EMA European Medicines Agency, 2014; Prakash et al., 1999).

De referir também que a existéncia prévia de doenca hepatica, decorrente de infecgoes virais
ou derivada do abuso de substancias, pode ainda aumentar grandemente a susceptibilidade
natural do figado aos PAs, assim como a inducio metabdlica causada por terapéuticas
concomitantes ou pela utilizagao de outros produtos fitoterapicos (Chojkier, 2003; Li et al.,
2012; Neuman et al., 2015). Quanto a idade, tanto para os ratos como para os bovinos ou os
humanos, individuos mais jovens revelam-se mais sensiveis e por isso também mais vulneraveis
a intoxicagao por PAs e, particularmente, a manifestacio e desenvolvimento da sua

hepatotoxicidade (Chen, Mei e Fu, 2010; Chojkier, 2003; IPCS, 1988; Moreira et al., 2018).

Outros Tipos de Toxicidade:

Apesar do figado ser o 6rgao mais frequentemente afectado, aquele no qual se constatam os
primeiros efeitos de uma intoxicagao aguda por PAs e onde mais facilmente se pode notar e
acompanhar a progressao da doenga, devido a elevada concentragao dos metabolitos
pirrolicos neste 6rgao, muitos outros tipos de manifestagcoes de toxicidade provocadas pelos
PAs tém sido descritos em animais ou humanos. Para além das manifestagoes ja abordadas, é
possivel verificar também a indugao de pneumotoxicidade, cardiotoxicidade, nefrotoxicidade
e neurotoxicidade, entre outras formas mais residuais. Nao existe, no entanto, evidéncia

significativa de que os PAs sejam metabolizados e bioactivados fora do figado em quantidade
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suficiente para provocar estes efeitos, pelo que os mesmos sao atribuidos a acgao dos
derivados pirrolicos (os ésteres e, principalmente, os dlcoois — as dehidronecinas) formados
no tecido hepatico e distribuidos através da corrente sanguinea para os Orgaos
correspondentes (Edgar et al., 201 |; Gordon, Coleman e Grisham, 2000; IPCS, 1988; Prakash
et al., 1999). Este processo de distribuicao dos agentes toxicos é designado de efeito de spillover
ou extravasamento, a partir do figado, e pode ser importante para prever e monitorizar os
efeitos de uma intoxicagdo por PAs nos diversos orgaos, de acordo com padroes
anteriormente observados (IPCS, 1988). Assim, as intoxicagoes agudas tendem a apresentar-
se mais proeminentemente sob a forma de hepatoxicidade, devido a elevada concentragao de
metabolitos no figado num curto espago de tempo, enquanto que as intoxicagoes sub-agudas
e cronicas permitem um perfil de manifestagoes mais diverso (IPCS, 1988; Koleva et al., 2012;
Moreira et al., 2018; Prakash et al., 1999; Wiedenfeld et al., 2008). E, pois, possivel que a maior
capacidade do figado na reparagao de danos dos seus tecidos e na sua regeneragao mantenha
minimizadas as consequéncias da toxicidade dos PAs neste orgao, quando a exposi¢ao consiste
em pequenas doses e é realizada ao longo de um periodo de tempo alargado. Nestas
circunstancias, a acumulagao gradual de metabolitos pirrolizidinicos pode constituir um
reservatorio organico capaz de, progressivamente, desenvolver manifestagbes como a
hipertensao pulmonar e hipertrofia cardiaca e de promover processos cancerigenos, ao

mesmo tempo que o figado se mantém virtualmente inalterado (Edgar et al.,, 201 1).

As manifestagoes pneumotoxicas e cardiotoxicas provocadas pelos PAs estao frequentemente
interligadas na sua ocorréncia, posto que o essencial das segundas decorre do
desenvolvimento das primeiras (EMA European Medicines Agency, 2014; IPCS, 1988). Os
derivados pirrélicos formados no figado, em especial as dehidronecinas bifuncionais, e
distribuidos através da corrente sanguinea chegam assim a circulagao pulmonar, onde vao
promover a sua ac¢ao sobre as arteriolas pulmonares, causando um tipo de dano nas células
endoteliais semelhante aquele causado nas vénulas hepaticas em contexto de HSOS. Da
mesma forma, a conjugacao dos diversos efeitos descritos para a hepatotoxicidade é
determinante na sua acgao a nivel pulmonar, provavelmente com énfase aumentado para os
processos de stress oxidativo (Chojkier, 2003). Isto leva assim a alteracao morfologica das
arteriolas, com hipertrofia do musculo liso vascular e espessamento do endotélio, proliferagao
endotelial, um desenvolvimento do processo inflamatoério agudo e acumulagao intravascular
de linfocitos, monécitos e estruturas disfuncionais, assim iniciando a obstrugao vascular. Como
consequéncia, diminui a irrigagao sanguinea dos pulmodes e da-se o desenvolvimento da

hipertensao pulmonar, levando a formagao de edema alveolar intersticial, podendo mesmo
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progredir até a necrose medial das artérias pulmonares (Chojkier, 2003; Edgar et al,, 201 |;
Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; IPCS, 1988; Prakash et al., 1999). A hipertensao e o
processo inflamatoério, bem como a propria reacgao aos danos celulares causados pelos PAs,
vao promover a coagulagao sanguinea, que ira facilitar a formagao de trombos e sua
acumulagao nas pequenas artéria pulmonares, causando a oclusao das mesmas, o que, por sua
vez, agrava o processo e faz aumentar o esfor¢o cardiaco, em particular do ventriculo direito,
para bombear o sangue a ser reoxigenado no tecido pulmonar, constituindo-se assim um caso
classico de cor pulmonale. A continuagao deste processo pode, deste modo, levar ao
desenvolvimento de hipertrofia ventricular direita, edema generalizado, hepato- e
esplenomegalia, cianose, insuficiéncia cardiaca congestiva e, em UGltima instancia, mesmo a
morte (COT Committee on toxicity, 2008; Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; IPCS, 1988;
Wiedenfeld et al., 2008). Para além de tudo isto, algumas experiéncias em animais identificaram
a ocorréncia de miocardite e edema focal do miocardio (IPCS, 1988), enquanto outras
alteragoes extravasculares do tecido pulmonar podem ocorrer, entre as quais o espessamento
do septo alveolar e edema pulmonar, capazes de provocar inimeras dificuldades respiratorias
e de agravar o quadro provocado pela cor pulmonale (Edgar, Molyneux e Colegate, 2015;
Moreira et al, 2018; Prakash et al, 1999). Apesar de relativamente pouco proeminente, a
atencao a hipertensao pulmonar e reconhecimento das suas causas sao de particular
importancia devido a facilidade que esta condicao tem em passar despercebida ou em ser
associada a toxicidade dos PAs e assim dificultar a identificagado de uma potencial exposicao
prolongada a baixos niveis dos mesmos, de forma continua ou intermitente, apenas sendo
reconhecidas ja na presenca de situagoes cronicas irreversiveis. Lesoes pulmonares e cardiacas
cronicas podem ser causadas pela maioria dos PAs capazes de provocar lesoes hepaticas
cronicas, embora nem todos os PAs hepatotoxicos sejam também pneumotoxicos e
cardiotoxicos e sejam requeridas doses totais mais elevadas para se poder observar um efeito
a nivel pulmonar. De entre eles, a fulvina e a monocrotalina sao especialmente activas

(Chojkier, 2003; Edgar et al., 201 I; Edgar, Molyneux e Colegate, 2015; IPCS, 1988).

No que diz respeito as manifestagcoes de nefrotoxicidade provocadas pela exposi¢ao aos PAs,
relativamente menos frequentes que as anteriores, tém sido observados, em testes
laboratoriais e através de andlises a animais mortos por intoxicagao, diversas caracteristicas
fisiopatologicas: danos necréticos no glomérulo renal; espessamento das artérias
interlobulares; alteracoes degenerativas nas células endoteliais e mesangiais; trombose capilar;
megalocitose tubular e necrose das células epiteliais tubulares com oclusao do limen; fibrose

intersticial e periglomerular; etc (IPCS, 1988).
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Finalmente, quanto a neurotoxicidade dos PAs, o estudo de alguns casos de intoxicagao animal
pelos mesmos permite também verificar a ocorréncia de lesoes degenerativas no SNC
(Sistema Nervoso Central), em particular no encéfalo (IPCS et al., 1989). A este respeito, os
alcaldides do género Trichodesma (pertencente as Boraginaceas), tém sido especialmente
estudados, nomeadamente a tricodesmina (EMA European Medicines Agency, 2014). Esta pode
causar paresia dos membros, lesoes necroticas no SNC, encefalite (provocando sintomas
como vertigens e cefaleias que podem progredir até ao delirio e perda de consciéncia), assim
como convulsoes, depressao respiratoria e mesmo morte (EMA European Medicines Agency,

2014; IPCS, 1988; IPCS et al., 1989; Moreira et al., 2018).

Avaliaciao do Risco

O conhecimento da exposicao efectiva dos humanos a certos compostos e a avaliagao do
risco que tal constitui € uma questaio complexa e multifactorial. Em primeiro lugar, é
necessario reconhecer as potenciais fontes e vias de exposicao, identificando depois as que
constituem um risco efectivo, agudo ou cronico, e as que acabam por ver a sua influéncia
diluida por condicionantes circunstanciais. De forma complementar, é também necessario que
sejam determinados os diferentes valores de exposicao para os quais se obtém diferentes
respostas qualitativas no humano, caracterizar essas respostas e por fim estabelecer, de forma
tdo rigorosa quanto possivel, os limites maximos aceitaveis de exposicao a estas entidades
para a salde humana. O caso dos PAs é bem exemplificativo da natureza combinada e

multifactorial deste tipo de estudo.

As duas mais expressivas vias de exposicao dos humanos aos efeitos toxicos dos PAs,
considerando o nimero de casos conhecidos, sio a contaminagao de colheitas de cereais,
nomeadamente de trigo e painga, e o uso de preparagdes terapéuticas e de suplementagao
alimentar a base de plantas que contém estes alcaloides. Os géneros Senecio, Symphytum,
Crotalaria e Heliotropium sao os mais frequentemente relacionados com episodios de
intoxicagao em seres humanos (Edgar et al,, 201 |; IPCS, 1988; IPCS et al., 1989; Neuman et al.,
2015).

Genericamente, os individuos do sexo masculino apresentam-se como mais vulneraveis a

toxicidade dos PAs do que os do sexo feminino, constituindo-se como um grupo de risco
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devido a maior capacidade de actividade metabdlica que as suas enzimas microssomais
hepaticas apresentam e consequente extensao aumentada da bioactivagao (Fu et al, 2004;
Moreira et al., 2018; Wiedenfeld et al., 2008). Quanto a idade, a maioria dos autores defende
que a susceptibilidade é maior em individuos mais jovens, criangas e fetos, existindo no entanto
alguns resultados contraditorios a este respeito e que poderao indicar uma relativa protecgao
a estes compostos nos primeiros anos de vida, pelo menos nos animais usados
experimentalmente (Bunchorntavakul e Reddy, 2013; Chen, Mei e Fu, 2010; Edgar et al., 201 [;
Fu et al, 2004; IPCS, 1988; Moreira et al., 2018; Wiedenfeld et al., 2008). Outras condi¢oes
concomitantes podem ainda exacerbar os efeitos toxicos dos PAs, como sejam factores
nutricionais, a presenca prévia de doenca hepatica, o uso de substancias capazes de a provocar,
terapia medicamentosa indutora do metabolismo hepatico (ex.: barbituricos), infeccdes
bacterianas e virais ou mesmo a presenga elevada de metais no organismo, como o cobre
(Edgar et al., 201 |; EMA European Medicines Agency, 2014; IPCS, 1988; Li et al., 2012; Moreira
et al, 2018; Wiedenfeld, 201 I; Wiedenfeld et al., 2008). Uma das razoes apontadas para a
aparente maior vulnerabilidade de fetos (apés determinado periodo de gestagao), recém-
nascidos e criangas, além da maior actividade das enzimas hepaticas, é precisamente o facto
de estes apresentarem niveis naturalmente elevados de cobre no tecido hepatico (Edgar et al.,
201 1). Por outro lado, a exposicao aos PAs e sua metabolizagao hepitica tem o potencial de
induzir variagoes na expressao de algumas enzimas metabolizadoras e suas isoformas, podendo
aumentar ou inibir a sua propria metabolizagao e a de outros substratos importantes na
resposta a agressao dos PAs e assim influir no desenvolvimento da sua toxicidade. Estes
processos ocorrem diferentemente, de acordo com as variagoes enzimaticas inter-espécies,
os tecidos nos quais os PAs exercem as suas acgoes e as proprias condigoes fisiologicas em
que se encontram, sendo, também por isso, dificil fazer uma previsao do curso da sua

toxicidade (Chojkier, 2003; Fu et al., 2004).

Vias de Exposicao:

Vias Directas:

Contaminacao de Colheitas:

A forma historicamente mais comum de intoxicagao humana em grande escala é feita através

da contaminagao de colheitas de alimentos ou matérias-primas essenciais a dieta humana e
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incidindo sobre uma dada comunidade. Estas resultam normalmente de uma mistura das
plantas desejadas com material vegetal proveniente de espécies produtoras de PAs,
frequentemente as suas sementes, que pelo seu tamanho diminuto podem escapar ao processo
de seleccao. Estas misturas podem ocorrer devido a coexisténcia das varias espécies no
terreno da colheita, apds a ocorréncia de cheias nos campos de cultivo, ou dar-se aquando da
homogeneizagdo dos lotes e seu transporte. Geralmente estas contaminagoes sao
eficientemente controladas através da pratica das modernas técnicas de colheita e de triagem
das sementes, existindo, no entanto, um risco significativo nas regides e comunidades que nao
dispoem destes meios, nomeadamente em paises em vias de desenvolvimento (Edgar et al.,
201 I; EMA European Medicines Agency, 2014; IPCS, 1988; IPCS et al., 1989; Neuman et dl,
2015; Prakash et al, 1999). De resto, nem sempre a triagem dos cereais garante que os
mesmos nao se encontrem contaminados no momento da sua transformagao e consumo, pelo
que mesmo eliminadas as sementes e outros materiais contaminantes, pequenas particulas e
pulverizacoes de e sobre estes podem subsistir na mistura final, a qual podera assim apresentar
niveis significativos de PAs (Edgar, 2003; EMA European Medicines Agency, 2014). Neste
contexto sao exemplificativos os relatos de surtos epidémicos de contaminagao por PAs em
plantagoes de trigo ou apds a moagem dos cereais ocorridos na Unidao Soviética (Culvenor,
1983; EMA European Medicines Agency, 2014; Prakash et al, 1999), india (Culvenor, 1983;
EMA European Medicines Agency, 2014; IPCS, 1988), Afeganistao (Culvenor, 1983; Kakar et
al, 2010; Mohabbat et al, 1976) ou Tajiquistaio (EMA European Medicines Agency, 2014;
Moreira et al, 2018). Proeminentes na acgao toxica destes casos e particularmente bem-
adaptados as condigoes climaticas propicias ao crescimento do trigo estao algumas espécies
do género Heliotropium, em especial a Heliotropium lasiocarpium, H. europaeum, H. eichwaldi e
a H. popovii (IPCS, 1988; Kakar et al., 2010; Mohabbat et al., 1976; Moreira et al., 2018; Prakash
et al., 1999). E ainda importante notar a influéncia que a globalizacio dos mercados alimentares
tem tido na tendéncia de disseminagao pelo mundo de espécies de plantas produtoras de PAs
que anteriormente se encontravam geograficamente delimitadas, obrigando ao reforgo de
medidas de seguranga alimentar onde estas nao eram previamente necessarias (EMA European

Medicines Agency, 2014).

Apesar de técnicas analiticas de elevada precisao, como a cromatografia liquida e a
cromatografia gasosa associadas a espectroscopia de massa, serem habitualmente usadas para
a deteccao e quantificagao em laboratorio de quantidades minimas de PAs, nao existem ainda

disponiveis testes rapidos para screening destas substancias, passiveis de serem usados a nivel
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industrial e comercial para a sinalizagao e quantificagao dos PAs em misturas complexas (EFSA,

201 1; Neuman et al., 2015; Wiedenfeld, 201 1).

Preparacoes Terapéuticas e Suplementos Alimentares a Base de Plantas Produtoras
de PAs:

A utilizagao de preparagoes vegetais com objetivo terapéutico ou dietético tem sido realizada
sob diversos ambitos e condigoes de acessibilidade. Tendo em conta a sua participagao,
combinada ou singular, como tratamento, profilatico, tonico ou suplemento alimentar, a
emergéncia destas formas pretende dar resposta a um variado leque de necessidades. Muitas
vezes, o seu uso advém de uma pratica tradicional, perpetuada por uma heranga cultural mais
ou menos geograficamente circunscrita, enquanto noutras reflete a falta de acesso aos sistemas
e cuidados de saiude ou mesmo a rejeicao dos valores e praticas nos quais estes se
fundamentam. Desde ha mais de vinte anos que as designadas terapias alternativas e
complementares tém conhecido um significativo aumento nos paises industrializados. Estas
praticas encontram-se ja tao disseminadas que constituem mesmo um comportamento quase
universal (Bunchorntavakul e Reddy, 2013; Edgar et al., 201 |; IPCS, 1988; Neuman et al., 2015;
Roder, 2000; Roeder, 1995; Wiedenfeld e Edgar, 201 I). Adicionalmente, a forma mais simples
de apresentagao destes produtos e a qual se usa na preparagao de formas mais elaboradas
para aplicagoes especificas € frequentemente a de misturas herbais complexas, constituidas
por varias espécies vegetais, de origens diversas e conteudo quimico desconhecido ou nao
adequadamente controlado. E também comum que estas formas herbais sejam indicadas,
aconselhadas e vendidas precisamente como misturas de diferentes ervas, tentativa de
estabelecer uma sinergia entre as suas diferentes acgoes, o que, por outro lado, pode aumentar
o seu potencial de toxicidade e dificultar grandemente a andlise e o desenvolvimento de
métodos de screening para estas substancias (Bunchorntavakul e Reddy, 2013; Li et al,, 2013;

Neuman et al,, 2015).

No que diz respeito a incorporagao de plantas produtoras de PAs na formulagao destas
preparacées tradicionais, o fenémeno é praticamente endémico em paises como a China, india
e do continente africano (Neuman et al,, 2015; Roder, 2000). No entanto, a intoxicagao por
PAs encontra-se relacionada tanto com preparagoes artesanais para consumo proprio, como
com formas comercialmente disponiveis, frequentemente também nos denominados paises
desenvolvidos (IPCS, 1988). Embora de menor frequéncia em paises ocidentais, também nestes

tém sido comuns as intoxicagoes por PAs devido ao consumo de infusdes feitas a partir de
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plantas que os contém; e apesar de identificados muitos dos produtos comercialmente
disponiveis contendo PAs potencialmente perigosos, muitas vezes estes permanecem no
mercado. Um exemplo é o caso da Symphytum officinalis, a Consolda-Maior, sobejamente
reconhecida pelo seu conteudo em PAs (sao conhecidos pelo menos dez, entre os quais alguns
carcinogénicos em animais (Li et al, 2012)) e, no entanto, amplamente disponivel ainda em
alguns paises na forma herbal, em pomadas ou em capsulas indicadas para facilitacao da
digestao (EMA European Medicines Agency, 2014; Fu et al,, 2001; IPCS et al., 1989; Neuman
et al., 2015; Prakash et al, 1999; Ridker et al., 1985). Mulheres gravidas e lactantes sao mais
vulneraveis e constituem um grupo de risco para a intoxicagao com PAs, precisamente pelo
facto de muitas destas misturas vegetais serem comercializadas e publicitadas especialmente
para elas (EMA European Medicines Agency, 2014; Neuman et al.,, 2015). Também oleos de
Borago e de Echium, usados como suplementos alimentares, podem ainda ser encontrados a

venda, apresentando um risco consideravel, mas dificil de determinar (EFSA, 201 1).

Num estudo em que foram obtidas amostras provenientes de seis paises europeus, entre as
quais suplementos alimentares encontrados em supermercados e outras lojas de venda a
retalho, determinou-se que em 60% destes era possivel descobrir a presenga de PAs, embora
as suas concentragoes variassem bastante. Enquanto as mais elevadas correspondiam aos
suplementos alimentares produzidos a partir de plantas produtoras de PAs, cujos elementos
mais proeminentes eram do tipo licopsamina (licopsamina, intermedina e equimidina); também
aqueles em cuja constituicao nao entraram plantas produtoras de PAs apresentaram niveis
significativos dos mesmos, provavelmente devido a um processo de contaminagio cruzada. E
ainda de referir que nas preparagdes em que se incluiram estratos oleosos de plantas
produtoras de PAs nao foram encontrados niveis significativos dos mesmos (Mulder et al.,

2017).

A frequéncia do aparecimento de manifestages toxicas causadas pelo uso de preparagoes a
base de plantas contendo PAs, artesanais ou comercialmente disponiveis, € ainda tida como
grandemente subestimada devido a falta de notificagao e relato desta pratica, posto que apenas
uma parte dos utilizadores informa os profissionais de saude da inclusao destes produtos nas
suas terapias (Neuman et al, 2015; Wiedenfeld, 201 1). Adicionalmente, a disseminagao da
pratica de uso destas plantas, bem como a manifestagao de efeitos crénicos a médio e longo
prazo e a dificuldade de um diagnostico especifico precoce contribuem ainda para que a
verdadeira dimensao do impacto da toxicidade dos PAs na saide humana por esta via nao seja

facilmente determinada (IPCS, 1988).
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Usos Alimentares Ocasionais:

De menor expressao em numero de casos relatados e com uma etiologia mais dificil de
identificar, encontram-se os episodios resultantes da incorporagao ocasional de elementos de
plantas produtoras de PAs na alimentagcao de individuos ou pequenas comunidades. A
utilizacao de folhas de espécies de Borago, Symphytum e mesmo Senecio em saladas ou o uso
destas plantas para a preparagao de alguns molhos sao exemplos deste tipo de ocorréncias
(Edgar et al, 201 1; EFSA, 201 I; EMA European Medicines Agency, 2014; Prakash et al.,, 1999;
Wiedenfeld, 201 |; Wiedenfeld e Edgar, 201 I). Porém, e tal como na secgao anterior, embora
desprovido de intengao terapéutica ou dietética, o comportamento mais importante de
assinalar € a preparagao de infusdes com estas plantas, em espacial a partir das espécies de
Symphytum (Edgar et al., 201 1; EMA European Medicines Agency, 2014; Ridker et al., 1985).
Outras espécies produtoras de PAs podem ainda ser utilizadas para o fabrico de diversas

bebidas em diferentes paises (IPCS, 1988).

Nao obstante, também em infusdes preparadas com outras plantas, nao produtoras de PAs e
de uso generalizado (cha preto, cha verde, menta, rooibos, camomila, etc. — acedidos em
postos de venda a retalho), foram encontradas quantidades elevadas destes compostos. Uma
analise feita a varios destes produtos herbais resultou na verificagao de que 91% continha um
ou mais deste tipo de alcaldides. Das varias amostras tomadas, as ervas de rooibos foram as
que apresentaram uma concentragao média de PAs mais elevada (7,99 pg/L), enquanto a
camomila apresentou a menor (3,67 pg/L). A concentragao maxima foi determinada como
sendo de 64 pg/L. Ja a concentragao média para a soma de todos os PAs verificados nas
infusoes foi de 6,13 pg/L, correspondendo a cerca de 460 pg/Kg de material vegetal. Os PAs
mais comuns nestas misturas herbais foram os do tipo senecionina (senecionina, retrorsina,
senecifilina, etc.). Uma hipotese explicativa para este fenomeno € a contaminagao cruzada
destas ervas durante a sua produgao e processamento, realizados num contexto de insuficiente

controlo da qualidade (Mulder et al,, 2017).

Vias Indirectas:

Exposicao Sistematica por Via Alimentar:

Por fim ha que considerar um tipo de exposi¢ao que nao implica um contacto directo com

material primario contendo as toxinas em consideragao ou com qualquer forma onde estas
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tenham sido deliberadamente incluidas; e em que, simultaneamente, a mesma se possa dar de
forma sistematica, em pequenas, mas significativas concentragdes, de forma prolongada,
continua ou intermitente, e atingindo numerosos sectores da populagao. Esta via é para os
PAs a via alimentar, onde é possivel que certos alimentos de consumo humano, nas suas fases
de produgao, processamento e distribuicao, sejam contaminados por estes compostos em
quantidade insuficiente para provocar qualquer reacgao aguda, mas potencialmente perigosa a
médio e longo prazo. Muitos alimentos poderao ser relevantes neste enquadramento, mas
consideram-se particularmente importantes para o caso dos PAs o papel da carne, leite, mel

€ OVOs.

- Carne: Tal como para os humanos, os PAs sao toxicos para um consideravel nimero de
animais. De entre aqueles habitualmente parte da cadeia alimentar do ser humano encontram-
se os grupos dos suinos e das aves, os mais sensiveis aos PAs; cavalos e bovinos, de
susceptibilidade intermédia; e ovelhas e cabras, as quais sao mais resistentes devido a protegao
conferida pelas enzimas digestivas presentes no rumen, sendo afectadas apenas apds longos
periodos de exposicao (IPCS et al., 1989; Prakash et al., 1999; Wiedenfeld e Edgar, 2011). A
intoxicagao por PAs é mesmo considerada a forma mais comum de intoxicagao de animais
produtores de alimentos ou matérias-primas usadas na produgao de géneros alimenticios; ou
eles proprios destinados a abate para posterior consumo humano (Prakash et al., 1999). Paises
com casos notificados de intoxicacio de gado por PAs incluem a Africa do Sul, o Zimbabug,
Austrilia, Brasil, Espanha, Bélgica, Franca, Reino Unido, Estados Unidos e Canada. De entre as
plantas que, de forma mais comum, tém provocado estes efeitos estao os do género Senecio
(Neuman et al., 2015). Apesar disto, nao € ainda clara a permanéncia destas moléculas e seus
derivados nos tecidos dos animais no momento do consumo da sua carne e a influéncia que
possa ter neles o processamento e a preparagao dos alimentos, com potenciais consequéncias
para a saude humana (Edgar et al, 201 |; Wiedenfeld et al., 2008; Wiedenfeld e Edgar, 201 1).
Embora a grande maioria dos PAs ingeridos pelos animais experimentais sejam excretados
dentro de 24 horas, cerca de 20% sao capazes de formar aductos com varias estruturas
moleculares, uma fraccido dos quais sera transformada em dehidronecinas, capazes de
provocar efeitos tardios e prolongados ao constituirem-se como um reservatorio de PAs nos
tecidos (Eastman, Dimenna e Segall, 1982; Edgar et al., 201 |; EMA European Medicines Agency,
2014; IPCS, 1988; Mattocks, 1968; Mulder et al., 2017; Prakash et al., 1999). A sua relevancia
para a saude daqueles que consomem esta carne nao esta, porém, ainda bem determinada

(Edgar et al., 201 1; IPCS, 1988; Wiedenfeld et al., 2008).
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- Leite: Pela sua proveniéncia animal, o leite tem sido encarado como uma potencial fonte de
contaminagao e exposicao a PAs, tanto para os animais como para os seres humanos. Estudos
em animais tém assim verificado que PAs obtidos através da alimentagao ou administrados aos
mesmos sao transferidos para o leite de individuos lactantes, assim contribuindo para a
exposi¢ao a quem o consuma (Candrian et al., 1984; Eastman, Dimenna e Segall, 1982; IPCS,
1988). No entanto, foi também observado, apos centrifugagao do conteudo lipidico, que a
maior parte dos PAs é excretada na fracgao correspondente ao leite desnatado, o que indica
que a transmissao para o leite é principalmente uma via para PAs polares, passiveis de serem
eliminados na sua maioria por via renal (Eastman, Dimenna e Segall, 1982). Assim, em
condicoes normais, esta devera ser a principal via de eliminagdo, mantendo-se as
concentragoes de PAs no leite como pouco significativas, desde que a exposi¢cao aos mesmos
permaneca a nivel ambiental. Ja em relagao aos humanos, apesar de se encontrarem descritas
na literatura algumas suspeitas de intoxicagoes em bebés recém-nascidos pela amamentagao,
em nenhum caso pode inequivocamente ser estabelecida a correlagao entre esta via e a
intoxicagao por PAs (Wiedenfeld et al., 2008). Porém, de forma mais transversal a uma dada
populacao ou comunidade, € ainda importante considerar o risco de exposicao aos PAs através
do consumo de leite de vaca industrialmente recolhido, processado e distribuido. A este
respeito, afigura-se improvavel que um conjunto de casos de intoxicagoes agudas em larga
escala possa ocorrer como efeito do consumo de leite industrial, dado que este resulta de
diversas origens e é produzido sob diferentes condi¢oes, passando por multiplos estagios de
processamento e diluicao, e cujo controlo da qualidade é amplamente efectuado. No entanto,
é crucial nao desprezar um potencial risco de exposi¢ao a doses sub-agudas de PAs através
de um consumo frequente de leite residualmente contaminado, o qual podera contribuir para
um efeito cumulativo de exposicao a estes compostos, isoladamente durante um longo
periodo ou adicionando-se a outras fontes de PAs (COT Committee on toxicity, 2008; Edgar

et al, 201 |; EMA European Medicines Agency, 2014; Mulder et al., 2017).

- Mel: O mel é frequentemente uma fonte significativa de obtengao de PAs por via alimentar.
Estes encontram-se em grande quantidade no néctar e no pdlen, na sua maioria na forma de
N-oxidos polares, pelo que também a sua solubilizagao e contaminagao natural do polen para
o néctar da planta ou para o mel, por acgao das abelhas ou do apicultor, ocorre facilmente e
em extensao suficiente para que o mel, como produto final, possa constituir uma importante
e frequentemente negligenciada fonte destes alcaldides (Allgaier e Franz, 2015; Boppré,
Colegate e Edgar, 2005; Edgar et al., 201 1). Diversas plantas produtoras de PAs encontram-se

extensamente distribuidas e amplamente acessiveis a acgao das abelhas, como a Senecio
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jacobaea (em cujo mel a concentragao maxima de PAs ja encontrada foi de 3900 pg/Kg), Echium
vulgare (até 2800 pg/Kg), Echium plantagineum (até 2300 ug/Kg), Heliotropium amplexicaule (até
1650 ug/Kg) ou a Senecio vernalis (até 1000 ug/Kg). E de salientar especialmente a importincia
e expressao que estes valores tém nas espécies de Echium, entre as quais a Echium vulgare e a
Echium plantagineum, amplamente existentes e acessiveis para a producao de mel em geografias
variadas, incluindo na Peninsula Ibérica (Boppré, Colegate e Edgar, 2005; Edgar et al., 201 [;
IPCS, 1988; Moreira et al., 2018). Mesmo mel alegadamente produzido sem recurso a plantas
produtoras de PAs foi determinado como contendo quantidades significativas e até elevadas
dos mesmos, assim como algumas amostras sem informagao de origem, recolhidas através de
venda a retalho; o que podera indiciar a contaminagao do mel livre de PAs pelo pdlen de
plantas que os contém, provavelmente através de um processo de difusao (Allgaier e Franz,
2015; Edgar et al, 2011; EMA European Medicines Agency, 2014; Moreira et al, 2018;
Wiedenfeld et al, 2008). Estes valores encontram-se muito acima de qualquer norma ou
recomendacao geral das autoridades regulamentares para a exposi¢ao a PAs por via alimentar,
ao que acresce o facto de normalmente nao ser realizada qualquer monitorizagao para estes
compostos no mel de venda a retalho. Esta conjuntura aumenta consideravelmente o risco
potencial que o mel pode apresentar no respeitante a exposi¢ao aos PAs, em particular nos
casos mais susceptiveis dos fetos e criangas (Edgar, Roeder e Molyneux, 2002; EFSA, 201 [;
EMA European Medicines Agency, 2014). Apesar disto, para adultos e em casos em que se da
uma dieta equilibrada e variada, o consumo de mel nao é habitualmente suficiente para que a
dose total ingerida possa provocar o aparecimento de manifestagoes toxicas, sendo no entanto
importante nao desprezar os efeitos sub-agudos ou crénicos que um consumo prolongado
pode provocar (Campos e Proenga da Cunha, 2001; EFSA, 201 I; IPCS, 1988). De notar que a
exposi¢ao aos PAs pode mesmo atingir o dobro para as pessoas que consomem regularmente
mel produzido localmente, sem diluicdo com outros de diferentes proveniéncias, em relagao
aquelas que habitualmente consomem mel vendido a retalho e de distribuigao alargada. Amplas
variagoes tém sido encontradas, no que diz respeito as concentragoes de PAs no mel, tendo

em conta as suas diferentes origens (EFSA, 2011).

- Ovos: Apesar de relativamente menos estudado, algumas fontes apontam ainda para o
potencial papel que o consumo de ovos possa ter na exposigao a PAs, bem como, a montante,
para a sua contaminagao a partir do alimento consumido pelas aves, tendo ja sido encontrados
em alguns ovos alcaldides caracteristicos da Heliotropium europaeum e da Echium plantagineum
em quantidades de 5 a 168 pg/Kg ou até 9,7 pg por ovo (Allgaier e Franz, 2015; Edgar et al.,
201 I; EMA European Medicines Agency, 2014; Wiedenfeld et al., 2008). Embora estes valores
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tenham resultado de intoxicagoes notorias dos animais, outros poderao ocorrer em
quantidades que nao permitam uma identificagao imediata do surto e assim contribuir para a

exposi¢ao cumulativa dos humanos aos PAs, através da sua alimentagao.

Estimativas e Determinacoes Quantitativas:

Em Humanos:

A determinagao das doses estimadas de PAs para os casos onde a sua exposi¢ao a humanos é
reportada, suspeitada ou conhecida é quase sempre extremamente dificil de fazer, em especial
nos casos decorrentes de surtos epidémicos causados por contaminagao de colheitas. Nestas
condigdes é quase impossivel assegurar que as andlises as amostras disponiveis sejam
representativas de toda a extensao da contaminagao, assim como nenhuma determinagao
exacta da quantidade de material contaminado consumido e da duragao desse consumo podem
ser feitas com elevado nivel de certeza e representatividade, para isto contribuindo ainda
inUmeros outros factores de heterogeneidade. Muitos casos relatados na literatura nao
possuem estes registos e nos que os possuem estes foram obtidos por meio de amostragens
aleatorias ou nao-sistematicas e através de um elevado numero de pressupostos (IPCS, 1988;
IPCS et al, 1989). Ainda assim, os casos de intoxicagdo humana sao o material mais
directamente relevante para uma efectiva avaliagao do risco dos PAs para a saude humana,
quer pela possibilidade de verificar por que vias e de que modo se da a exposigao, quer devido

ao estudo da relagao dose-resposta que estes especificamente permitem.

Atentando nos casos relatados de surtos epidémicos de contaminagao por PAs em colheitas
de cereais ¢ possivel verificar, no caso indiano, que a mesma se deu principalmente através de
sementes de Crotalaria nana e foi estimada uma dose diaria de PAs de 0,66 mg/kg de massa
corporal para a populagao exposta (Culvenor, 1983; IPCS, 1988). Ja no caso afegao, foram
registadas cerca de 8000 incidéncias e centenas de mortes durante o biénio de 1974-75 e
calcula-se que a dose diaria de PAs tenha sido de 0,033 mg/Kg e que o consumo individual
tenha totalizado cerca de 1,46 g de PAs na forma de heliotrina, durante os dois anos (IPCS,

1988; Kakar et al., 2010; Mohabbat et al., 1976).

Vale a pena notar que em ambos estes casos paradigmaticos as doses individuais diarias e/ou
totais estimadas sdo inferiores a algumas provocadas pelo uso de preparagdes herbais
medicinais ou de suplementos alimentares contendo plantas produtoras de PAs; o que reforga
a necessidade de conhecer e controlar estes comportamentos (IPCS, 1988). De facto, algumas
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das mais elevadas doses diarias estimadas de PAs ja registadas e que tiveram como
consequéncia hepatopatias agudas e morte, resultaram precisamente da utilizagao destas
preparagoes herbais. Como exemplos estao o caso do consumo de Heliotropium eichwaldi num
tratamento para a epilepsia, resultante em doses de cerca de 3,3 mg/Kg diarias ou a utilizagao
de extractos de Senecio longilobus em criangas, com doses diarias de PAs variando entre 0,8 a
[,7 mg/Kg e um registo maximo de 3 mg/Kg, resultando em consequéncias agudas evidentes e
necrose hepatica extensiva (Culvenor, 1983; IPCS, 1988). Seja pela tradicao do seu uso em
algumas comunidades pelo efeito cicatrizante que apresenta, em saladas na alimentagao ou
ainda devido a extensa oferta comercial de que, apesar de tudo, continua a gozar, tém sido
também relativamente frequentes as intoxicagoes por Symphytum officinalis, a Consolda-Maior
(Edgar et al., 201 |; EMA European Medicines Agency, 2014; IPCS, 1988; Ridker et al., 1985).
O seu uso em preparagoes varias na forma de alimentos, suplementos alimentares, infusoes,
pomadas ou outras encontra-se assim bastante disseminado, embora seja dificil determinar
exactamente a sua completa extensao (Fu et al.,, 2001; IPCS, 1988; IPCS et al., 1989; Prakash
et al, 1999). E estimado que a dose de diaria de PAs provocada pelo consumo de folhas de
consolda possa chegar aos 0,Img/Kg, enquanto que o uso de preparagoes comercialmente
disponiveis, a base das folhas ou raizes desta planta, foi calculado como podendo provocar
doses de 0,015 mg/Kg diarios, a qual é estimada ser a menor dose ja registada capaz de
provocar HSOS em humanos (EMA European Medicines Agency, 2014; IPCS, 1988; IPCS et
al, 1989). Num outro caso de intoxicagao por uso de suplementagao alimentar contendo
partes ou extractos da consolda, foi considerada uma dose de 0,014 mg/Kg/dia como sendo a
dose didria minima capaz de provocar manifestagoes agudas ou sub-agudas de HSOS, ainda
que consumida gradualmente durante um periodo de 120 dias, totalizando 1,7 mg/Kg de PAs
(Ridker et al., 1985). Noutro caso ainda, de intoxicagdo de uma mulher gravida por via
alimentar, foi estimado que uma dose diaria de 20 a 30 pg de PAs, durante o periodo que
durou a gravidez, tenha sido a responsavel pela HSOS, faléncia hepatica e morte do feto sem
que, no entanto, a mae tenha sido afetada (Rasenack et al, 2003), o que beneficia a tese que

atribui maior susceptibilidade aos fetos e individuos de menor idade.

Em Estudos Experimentais Animais:

Os trabalhos laboratoriais de determinagao quantitativa da toxicidade tém, na sua maioria,
feito uso de ratos como meios de observagao. A avaliagao do risco dos PAs para a saude

humana é fundamentada em estudos experimentais animais e, por isso, tém sido apresentadas
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e discutidas diferentes abordagens e metodologias para a transformagao das doses obtidas
experimentalmente em valores com significado para a determinagao do risco em humanos.
Alguns documentos de aspiragao normativa tém sido redigidos com o objectivo de compensar
e harmonizar as diferengas inter-espécies determinantes da toxicidade. Ainda assim, a
comparagao directa entre resultados animais (nomeadamente a partir de ratos) e humanos
pode constituir uma base solida de evidéncia cientifica para a avaliagao toxicologica. No
entanto, permanece ainda a questao em aberto de se as diferengas entre espécies devem ou
nao excluir o uso de alguns animais para a obtengao de informagao quantitativa a ser usada na
avaliagao do risco toxicologico em seres humanos (EMA European Medicines Agency, 2014;
IPCS, 1988). Apesar disto, a partir destes estudos tém sido determinados os valores de LD50
(Lethal Dose for 50% - Dose Letal Média) para alguns PAs, apos administragoes i.p.
(intraperitoneais), na maioria das vezes, em ratos machos, das quais resultaram manifestagcoes

de necrose hemorragica hepatica e morte (COT Committee on toxicity, 2008; IPCS, 1988).

A informacgao disponivel, derivada de dados experimentais, sugere fortemente que uma sé
dose ou episodio de toxicidade provocados por PAs, provavelmente assim como uma
exposicao prolongada a baixas doses, podem levar ao desenvolvimento de cirrose e necrose
hepaticas, a médio ou longo prazo (COT Committee on toxicity, 2008; EMA European
Medicines Agency, 2014; Harris e Chen, 1970; IPCS, 1988). Num estudo de caracter
teratogénico foi administrada uma dose de heliotrina a 50 mg/Kg de massa corporal a ratos
fémea durante a sua segunda semana de gestacdo, a qual teve o efeito de induzir variadas
malformagoes e disrup¢oes no normal desenvolvimento fetal. Quando a dose foi aumentada
para 200 mg/Kg, o resultado foi a imediata morte intrauterina (EMA European Medicines
Agency, 2014; IPCS, 1988; Roeder, 1995). Nos estudos de aferéncia quantitativa da
carcinogenicidade, uma s6 administragao i.p. em ratos demonstrou poder vir a desencadear
necrose hepatocelular e efeitos oncologicos, assim como repetidas pequenas doses de PAs
(Culvenor, 1983; Harris e Chen, 1970). E entdo importante notar que as doses que tém sido
registadas como eficientes na indugao de tumores em ratos em condigoes experimentais se
situam na sua maioria entre 2 a 6 mg/Kg de massa corporal/dia, no periodo experimental
inicial, e entre 0,2 a 3 mg/Kg/dia no prolongamento dos estudos. Ora, estes valores sao
sensivelmente da mesma magnitude que os das doses didrias estimadas para diversos episodios
de toxicidade de PAs em seres humanos, os quais se situam entre 0,01 e 10 mg/Kg de massa
corporal/dia (Culvenor, 1983; EMA European Medicines Agency, 2014). Ja as menores doses
Unicas registadas como capazes de provocar a morte em ratos por administragao i.p., embora

variem com o alcaléide usado, situam-se geralmente entre uma dezena e algumas centenas de
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miligramas por quilograma de massa corporal: valores que superam largamente os ja referidos,
estimados para os casos de exposicao em humanos (Culvenor, 1983; Wiedenfeld et al., 2008).
Adicionalmente, esquemas de administragoes intermitentes tém demonstrado resultar em
maiores taxas de indugao de tumores, quando comparados com sistemas de dosagem
continua, o que provavelmente se da devido a cessagao da inibicao mitética inicial provocada
pelos PAs e pode significar um risco particularmente aumentado no caso humano, onde a
exposi¢ao por via alimentar se pode dar de forma intermitente e prolongada (Harris e Chen,

1970; Wiedenfeld et al., 2008).

Com os dados disponiveis ao momento da constituicao do grupo de trabalho, uma comissao
articulada pela OMS (Organizagao Mundial de Saude) para a discussao da evidéncia existente
a respeito dos PAs determinou que as doses totais dos mesmos, estimadas para os casos de
surtos epidémicos e outros relatos de HSOS em humanos e expressos sob a forma de
heliotrina, variam entre | e 167 mg/Kg de massa corporal. Estes valores encontram-se
maioritariamente compreendidos naqueles estimados para os casos nao-fatais (| a 120 mg/Kg
de massa corporal), assim como nos dos resultantes em morte (6 a 167 mg/Kg de massa
corporal). Deste modo, comparando estes valores com aqueles estimados para a dose letal
total em ratos, calculada a partir dos numeros de LD50 de diversos PAs e expressa na forma
de heliotrina (cerca de 360-3270 mg/Kg de massa corporal), verifica-se que as doses de
exposi¢ao humana aos PAs sao marcadamente inferiores as dos animais experimentais, para a
obtencao de efeitos semelhantes (IPCS, 1988). Estes resultados sao aceites e reproduzidos
por outras instituicoes de autoridade toxicologica pois, apesar dos valores de LD50 usados
para comparar doses de diferentes PAs serem baseados em administragoes i.p. € nao por via
oral, a morte dos sujeitos experimentais foi provocada por necrose hemorragica hepatica, a
qual pode funcionar como marcador de hepatopatia, que é a base da avaliagao do risco dos
PAs (COT Committee on toxicity, 2008; EFSA, 201 1); donde se demonstra a importancia de
uma determinagao extensiva e exacta de um quadro de valores de LD50 para os diversos PAs
conhecidos. No entanto, no que diz respeito aos valores da exposicao humana aos PAs, deve
ser notado que todas as estimativas sao efectuadas com base em dados e informacgao limitada,
extrapoladas de conjunturas mal conhecidas e construidas sobre mdltiplos pressupostos,
sendo, portanto, de confiabilidade ainda incerta. Ainda assim, uma analise dos dados
disponiveis parece indicar claramente uma sensibilidade aumentada no humano em relagao aos
ratos usados experimentalmente, no que concerne ao desenvolvimento de efeitos hepaticos
agudos e croénicos provocados pela exposicao a PAs. Uma comparagao das doses estimadas

totais em casos humanos com as doses totais fatais observadas em estudos de toxicidade
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crénica em ratos indica, pois, que os seres humanos sao mais susceptiveis aos PAs e sugere
que os mesmos possam sobreviver por tempo suficiente para sofrer os efeitos sub-agudos e
croénicos da sua toxicidade, incluindo o desenvolvimento cancerigeno apds apenas uma breve
exposi¢ao ou uma exposi¢ao prolongada a baixos niveis destes compostos (COT Committee
on toxicity, 2008; Culvenor, 1983; EMA European Medicines Agency, 2014; Harris e Chen,
1970; IPCS, 1988; Wiedenfeld et al., 2008).

Determinac¢des Regulamentares de Avaliacdo Toxicologica:

Até a data, sao poucos os documentos de caracter regulatorio e/ou normativo que foram
produzidos a respeito da determinagao quantitativa de um limite maximo de seguranca para a
exposi¢ao humana aos PAs; e aqueles que existem nao se encontram harmonizados entre si,
quanto a metodologia aplicada, a forma de apresentacao dos resultados, ou mesmo no
entendimento que fazem de certos conceitos e categorias basicas, seja no campo

medicamentoso ou no alimentar (EMA European Medicines Agency, 2014).

Apos a recomendagao da OMS, em 1988, de que a exposicao a PAs toxicos deveria ser
reduzida tanto quanto possivel sem, no entanto, avangar com um valor-limite para a mesma
(IPCS, 1988), uma autoridade de saide alema produziu e editou em 1992 um documento que
previa a aplicagao gradual de certas deliberagoes relativas aos PAs. Este determinava a
interdicao da comercializagao de produtos contendo niveis de PAs |,2-insaturados cuja
indicagao terapéutica seja capaz de ultrapassar uma dosagem superior a | pg/dia para um
periodo de utilizagao até 6 semanas/ano; ou superior a 0, pg/dia para periodos mais
prolongados, nos casos de uso interno. Para aplicagao cutinea, o limite estabelecido foi de
100 pg/dia para um maximo de 6 semanas/ano ou de 10 pg para periodos superiores, tendo
em conta uma massa corporal de 60 Kg. Estas consideragoes abrangiam produtos de utilizagao
terapéutica, alguns homeopaticos e suplementos alimentares. Indicava ainda que produtos
contendo plantas produtoras de PAs nao deviam ser prescritos nem usados durante a gravidez
ou lactacdo e obrigava a apresentagao desta informagao nos seus rétulos (EMA European
Medicines Agency, 2014; German Federal Department of Health Bureau, 1992; Moreira et al.,
2018; Wiedenfeld, 2011). Ja na Austria e Suica, as correspondentes autoridades decidiram que
todos os produtos herbais e seus derivados deveriam apresentar-se totalmente desprovidos
de PAs na sua forma final, mesmo se na sua constituicao existisse material proveniente de
plantas produtoras destas substancias (EMA European Medicines Agency, 2014; Moreira et al.,

2018; Wiedenfeld, 2011). Acrescem assim novos problemas de ordem técnica e de
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harmonizagao, dado que, com o avango tecnologico, tém sido cada vez menores os limiares
de detecgao quantitativa de compostos quimicos em misturas complexas (Neuman et al.,
2015). Posteriormente, também a Bélgica proibiu a comercializagdo de produtos contendo
PAs para uso interno (EMA European Medicines Agency, 2014). Em 2001, os Paises Baixos
instituiram um limite maximo de | pg/Kg ou lug/L de PAs para qualquer produto
medicamentoso ou alimentar (Moreira et al., 2018; Wiedenfeld, 201 1). Ainda no mesmo ano,
a ANZFA (Australia New Zealand Food Authority) determinou para a Nova Zelandia um
limite provisorio de | pg de PAs/Kg de massa corporal/dia, recomendando a diluigado como
forma de obter dosagens que nao superem este valor, o que constitui uma pratica nao
permitida por muitas outras autoridades correspondentes. Este valor-limite é também muito
superior aos das outras determinagoes regulamentares, o que acontece devido ao facto da
ANZFA entender como nao provada a actividade carcinogénica em humanos e, além disso,
considera-la improvavel devido a um mais eficiente sistema de reparacao de DNA (Allgaier e
Franz, 2015; Koleva et al., 2012; Neuman et al., 2015). Nos Estados Unidos da América, a FDA
(Food and Drug Administration) decretou a proibi¢ao de todos os produtos de suplementacao
alimentar contendo PAs, argumentando com a auséncia de informagao quantitativa suficiente
para o estabelecimento confiavel de uma TDI (Tolerable Daily Intake — Dose diaria até a qual
nao se reconhecem riscos significativos para a saude de quem é exposto) para os PAs (EMA
European Medicines Agency, 2014). Em 2007 e 2008, respectivamente, o BfR (Bundesinstitut
fur Risikobewertung — instituto alemao para a avaliagao de riscos) e o COT (Committee on
Toxicity) britanico publicaram documentos onde aconselham a abstengao do consumo de
consolda ou de produtos que a contenham ou aos seus derivados (Allgaier e Franz, 2015).
Para além disso, o COT propoe um valor de 0,] pg/Kg de massa corporal/dia para a ridelina,
limite até ao qual nao é expectavel qualquer consequéncia nao-cancerigena. Os valores para
os restantes PAs podem ser obtidos através de uma conversao usando os seus numeros de
LD50. Porém, tendo em conta a possivel carcinogenicidade de alguns PAs em humanos, a
metodologia usada tem de ser diferente, passando a refletir um efeito cumulativo e de
consequéncias a longo prazo, como sao as de natureza genotoxica e carcinogénica. A
abordagem passa entao pelo calculo da MOE (Margin of Exposure — Margem de Exposigao),
uma razao entre um valor-referéncia — representagao de uma dose a partir da qual se
observam efeitos adversos, extrapolada a partir dos estudos em animais experimentais — e o
nivel de exposicao estimado em humanos para determinado agente quimico. Para o primeiro,
o COT fez uso do valor de 0,073 mg/Kg/dia, derivado de um estudo de dois anos de avaliagao
da carcinogenicidade da lasiocarpina, a qual serve aqui de modelo para os restantes PAs. Neste

procedimento, é geralmente considerado que uma MOE de 10000 ou superior representa um
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nivel de seguranga aceitdvel e confortavel para o humano, valor ao qual o COT verificou
corresponder uma exposi¢ao de 0,007 pg/Kg de massa corporal/dia. Assim, sem que este valor
constitua uma TDI aplicavel, constata-se que doses inferiores sao improvaveis de constituir
qualquer risco genotoxico e/ou carcinogénico. Do mesmo modo, o COT verificou que, de
forma a manter uma MOE minima de 1000, a concentragao maxima de PAs no mel devera ser
de 6,4 ug/Kg de mel (Allgaier e Franz, 2015; COT Committee on toxicity, 2008; Koleva et al.,
2012). Em 2011 a BfR publica um documento exortando a que a exposicao a PAs por via
alimentar nao exceda os 0,007 pg/Kg/dia determinados anteriormente, recomendando
particular atengao para a minimizagao da exposicao em criangas consumidoras de grandes
quantidades de mel (Allgaier e Franz, 2015; EMA European Medicines Agency, 2014). Ainda
em 2011 a EFSA (European Food Safety Authority), tendo em conta as provaveis acgoes
genotoxicas e carcinogénicas dos PAs, faz saber que considera a informagao disponivel relativa
a intoxicagao humana insuficiente para ser usada como base para o estabelecimento de uma
TDI, reiterando o uso da abordagem da MOE e fixando o valor de exposicao de 0,007pg/Kg/dia
e superiores como niveis de PAs a evitar pela via alimentar (Allgaier e Franz, 2015; EFSA,
201 1). Finalmente, em 2011 a EMA (European Medicines Agency) comega a preparar um
documento sobre o uso de produtos medicinais herbais contendo PAs, o qual é adoptado no
final de 2014. Baseando-se em consideragoes toxicologicas e em anteriores avaliagoes e
regulamentagoes, este recomenda também o uso do valor-limite de 0,007 pg/Kg/dia. Este valor
é igualmente tido para adultos, mulheres gravidas ou lactantes e criangas, sendo aplicavel a
produtos de administragao oral ou cutanea. Assim, por exemplo, sao contemplados os limites
de 0,35 pg/dia para um individuo de 50 Kg de massa corporal ou de 0,42 pg/dia para um de 60
Kg. No entanto, a EMA preconiza apenas a utilizagdo destes produtos durante o periodo
maximo de |4 dias, mas nao explicita o niUmero possivel de ciclos de tratamento por ano,
apesar de ser provavel que alguns sejam indicados para um uso multiplo, dentro de um periodo
relativamente curto, ou até por periodos superiores a 14 dias de cada vez (Allgaier e Franz,

2015; EMA European Medicines Agency, 2014).
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Conclusao

Os PAs sao uma classe de compostos de origem natural, frequentemente encontrados em
diversas familias e géneros vegetais com ampla distribuicao geografica. Embora a sua toxicidade
tenha sido alvo de diversos tipos de estudos multidisciplinares, ao longo do tempo, nem
sempre tem sido bem conseguida a conciliagio do conhecimento cientifico acumulado sobre
estes compostos com a realizagao de uma avaliagao do risco informada e de efectiva tradugao

regulamentar e legal na realidade quotidiana.

A base para uma abordagem cientifica desta questao tem, pois, necessariamente de comecar
por um entendimento da actuagao quimica dos PAs e dos seus mecanismos de toxicidade.
Assim, apos a sua ingestao, a maior parte destas substancias é directamente excretada por via
renal ou convertida em compostos, também eles de facil eliminagao, que com ou sem
conjugacao, sao excretados da mesma forma; restando no organismo, algumas horas apos o
contacto, apenas uma fracgao da dose inicial. Ainda assim, frequentemente, essa fracg¢ao é
suficiente para exercer efeitos agudos fatais e mesmo manifestagcoes cronicas tardias, de
caracter irreversivel. Para que possam ser activos, no entanto, os PAs necessitam de sofrer
processos metabdlicos de bioactivagao, nomeadamente reacgoes de C-oxidagao. Deste modo,
produzem metabolitos capazes de efectivar uma acgao alquilante, permitida pela deslocalizagao
electronica ao longo da molécula. Verifica-se entao que algumas particularidades estruturais
dos PAs sao essenciais a sua actividade toxicologica ou influenciam positiva e significativamente
a sua expressao. Sao elas a existéncia de um nucleo pirrolizidinico |,2-insaturado; a
hidroxilagao de elementos da estrutura nécica; a esterificagdo desses grupos por acidos
carboxilicos; e a ramificagao das cadeias principais desses mesmos acidos. Observa-se ainda
que esta actividade toxicologica € tanto maior quanto o € o impedimento estereoquimico que
os PAs impoem a acgao das esterases e do glutatiao, sendo assim superior nos diésteres
macrociclicos e minima nos PAs monoesterificados. O aprofundamento da toxicidade dos PAs
e a extensao dos seus efeitos dependem entao de um equilibrio dindmico entre os processos
de bioactivagao e os de destoxificagao. O conhecimento rigoroso destes comportamentos
pode assim ser importante na exploragao de eventuais possibilidades terapéuticas baseadas na
minimizagao da actividade microssomal hepatica ou na facilitagao da hidrolise e conjugagao

com o glutatiao, num contexto de intoxicagao aguda.

O mecanismo geral da toxicidade dos PAs consiste na formagao de aductos e cross-links entre
os seus metabolitos e o DNA, RNA, proteinas, enzimas e outras moléculas estrutural e

funcionalmente essenciais a manutengao de diversos niveis de homeostase; promovendo a sua
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destruicao ou impedimento funcional e levando, a curto, médio ou longo prazo, ao
desenvolvimento de diversas manifestagdes de toxicidade. Assim, genericamente, caso a
maioria dos derivados toxicos dos PAs seja rapidamente hidrolisada ou conjugada com o
glutatiao, estes sao eliminados sem que significativos efeitos toxicos possam ocorrer. Se, pelo
contrario, estabelecem aductos com o DNA, facilitam a ocorréncia e fixagao de mutagoes e
promovem a progressao de quadros patologicos e a formagao de tumores. Se, no entanto,
demonstram de forma mais expressiva a ligagao a outras macroestruturas celulares, iniciam e
incorrem no desenvolvimento de complexos processos fisiopatologicos em diversos tecidos.
Exemplos destes efeitos sao a incidéncia aumentada de mutagoes genéticas e cromossomicas
em oncogenes e genes supressores de tumores, a indugao de malformagoes fetais, o aumento
do stress oxidativo, a inibicao da divisao celular e promogao de vias apoptoticas e a obstrugao
das vénulas hepaticas e arteriolas pulmonares. Na consideracao do potencial dos PAs em
concretizar estas acgoes, porém, € importante nao deixar de ter em conta os possiveis
factores de diferenca interindividual na resposta a intoxicagao, como sejam a idade, o sexo, a
presenca prévia de hepatopatias ou terapéutica concomitante, bem como eventuais

especificidades genéticas.

As vias mais comuns da exposicao humana aos PAs sio a utilizagio de preparagoes
terapéuticas artesanais e produtos medicinais a base de plantas, suplementos alimentares e o
proprio consumo de certos alimentos. Embora de maior prevaléncia em paises onde a pratica
da medicina tradicional tem maior enraizamento, em todo o mundo a utilizagao de produtos
herbais tem aumentado significativamente, sem que, porém, o necessario controlo da
quantidade de PAs que neles se encontra presente tenha acompanhado a tendéncia. Partes ou
extractos derivados da Symphytum officinale foram ou, por vezes, sao ainda usados como
Cicatrizantes ou no tratamento de problemas digestivos, assim como a Borago officinalis em
afecgoes dérmicas e dos aparelhos respiratorio ou gastrico e a Senecio vulgaris em problemas
de circulagao sanguinea. No entanto, uma das questoes mais pervasivas e preocupantes é a da
preparagao de infusdes e outras bebidas com plantas produtoras de PAs e com outras
contaminadas com os mesmos. Atendendo aos varios relatos de casos de intoxicacao
atribuidos a estas utilizagoes e considerando os efeitos fatais ou irreversiveis que uma sé
exposicao por esta via pode causar, o uso de formas herbais contendo PAs ou de outras que
com eles possam ter contactado é, pois, fortemente desaconselhado. Uma forma de combater
estas praticas e os seus efeitos, ao mesmo tempo que se promove o desenvolvimento da
literacia em saude, € o questionamento aos utentes/doentes acerca da utilizagao deste tipo de

produtos e infusdes, acompanhado da prestagao de informagoes e aconselhamento no ambito
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da fitoterapia; com vista a minimizar os seus problemas de salde e a ir de encontro a suas

necessidade.

Quanto a exposigao por via alimentar, atendendo a causalidade que aos PAs é atribuida nos
episodios de intoxicagao aguda e a sua provavel genotoxicidade e carcinogenicidade em
humanos, a regra é a de que deve ser minimizada tanto quanto possivel. A maioria dos autores
e institui¢oes de avaliagao toxicoldgica considera que o risco apresentado através de alimentos
como a carne, leite, mel, ovos e vegetais, habitualmente usados na dieta humana, nao ¢
significativo, no que é relativo & exposigio a PAs. E, ainda assim, possivel que, em alguns
alimentos e regimes dietéticos, as doses genericamente consideradas como seguras sejam ja
ultrapassadas; sendo desejavel mais informagao sobre os niveis de PAs em cereais, farinha e
nos produtos que os contém, bem como nos restantes ja referidos. No entanto, é provavel
que seja inevitavel a ocorréncia de quantidades relativamente pequenas de PAs nestes
alimentos, por vezes até de forma intermitente, bem como a sua assimilagao por via alimentar.
Adicionalmente, as doses estimadas em casos humanos indicam fortemente que os efeitos dos
PAs nos mesmos sio cumulativos, em face de um consumo prolongado de baixas doses. E,
pois, necessario que se estabeleca de forma mais rigorosa, no futuro, o papel que estas
concentragoes de PAs tém na saude de quem os consome e a sua influéncia real no

desenvolvimento progressivo de doengas cronicas.

Muito embora as manifestagoes toxicas agudas e sub-agudas dos PAs sejam relativamente
faceis de reconhecer e até, possivelmente, patognomonicas, a maioria dos casos cronicos e
ainda muitos dos desenvolvimentos sub-agudos permanecem na pratica clinica por identificar,
ao passo que as suas causas podem mesmo ser confundidas com outras etiologias. Apesar
disto, nao existem actualmente disponiveis informagoes relativas a um acompanhamento de
longo prazo, apdés um ou mais episodios de exposicao a PAs, com o objectivo de clarificar a
accao destes compostos no desenvolvimento de hepatopatias cronicas, processos
cancerigenos, cor pulmonale ou outras manifestagoes da sua toxicidade. Acresce também que,
apesar dos efeitos qualitativos nos casos agudos serem bem conhecidos, mesmo nestes a
relagcao dose-resposta para os PAs permanece ainda pouco clara e sujeita a inUmeros factores
interindividuais. Um facto importante a salientar aqui, derivado da analise comparativa dos
valores disponiveis para os humanos e para os animais experimentais, é o paralelismo que é
possivel estabelecer entre ambos, no respeitante a relagio dose-resposta, e até a aparente
maior susceptibilidade dos primeiros em relagao aos ultimos; o que constitui um importante
ponto de partida para o empreendimento de qualquer linha de investigacao ou deliberagao

regulamentar.
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Considerando as varias determinagoes de aspiragao normativa por parte de entidades
nacionais e internacionais a respeito dos PAs, verifica-se que nao existe uma deliberagao
comum para aquilo que devera ser um valor maximo seguro para o consumo didrio destes
compostos. Adicionalmente, cada entidade trata a informagao disponivel ao seu préoprio modo,
muitas vezes fazendo asser¢oes distintas e aplicando diferentes critérios, pelo que as
conclusoes nesses casos sao necessariamente divergentes. Ainda assim, o valor para o qual o
maior numero de entidades convergiu ou adoptou é o de 0,007 pug de PAs/Kg de massa
corporal/dia, sendo também o menor em termos absolutos, o que melhor reflecte a evidéncia
cientifica disponivel e aquele que é manifestado pelas autoridades europeias. No entanto,
restam duvidas sobre como devem ser realizados os procedimentos de controlo de qualidade
nos diversos produtos e quais os limites legais a aplicar sobre o seu conteido em PAs. No
que respeita as preparagoes terapéuticas de conteudo herbal pirrolizidinico, deve ser
garantido, logo a partida, que estas apresentam a menor concentragao possivel de PAs e que
esta é tecnicamente inevitivel. E entdo necessario que se proceda a uma estimativa da
exposi¢ao que advém da sua utilizagao e garantir que esta nao ultrapassa a dose de 0,007
pg/Kg/dia, bem como efectuar uma avaliagao geral da relagao risco-beneficio da incorporagao
na terapéutica do referido produto. Apenas em casos restritos, de inexisténcia de alternativa
terapéutica ou em cuja especificidade se reconhe¢a a vantagem do seu uso, devera ser
considerado o produto em questio. Fica ainda por esclarecer, porém, a questio do

estabelecimento de um periodo seguro de tratamento.

No ambito da avaliagao do risco dos PAs para os humanos e da exposi¢ao aos mesmos, podem
entao ser consideradas algumas medidas com o objectivo de solucionar problemas e suprir
necessidades. Estas passam assim, por exemplo, pela identificacao de todas as possiveis vias de
exposicao aos PAs e da reavaliagao da sua importancia efectiva e relativa; pela concentragao
de esforgos na colheita rigorosa e extensiva de dados quantitativos referentes a casos humanos
e estudos animais; pela harmonizagao e estandardiza¢ao de conceitos, metodologias de anilise,
critérios e objectivos na comunidade cientifica e entre instituicdes de autoridade
regulamentar; e pela formagio e sensibilizagido dos profissionais de salde para o
reconhecimento, nos seus utentes/doentes, de eventuais sinais e sintomas de intoxicagao por

PAs, associados a comportamentos potencialmente indutores da exposi¢ao aos mesmos.
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Anexo

Necic Acid
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Figura 1 - Estrutura Fundamental dos PAs e Formas de Apresentagdo das Necinas (Moreira et al., 2018)
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Figura 2 - Grupos-Tipo de PAs, de acordo com a sua Estrutura Nécica (Moreira et al., 2018)
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Figura 3 - Exemplos de PAs de Diferentes Grupos-Tipo e com Distintas Substitui¢cdes e
Configuragdes (Roder, 1995)
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Figura 4 - Exemplos de PAs 1,2-Insaturados com Diferentes Niveis de Esterificagdo (Roeder, 2000)
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Biosynthesis of necines
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Figura 5 - Biossintese dos Diferentes Grupos-Tipo de Necinas (Roeder, 2000)
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Biosynthesis of monocarboxylic acids
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Biosynthesis of dicarboxylic acids
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Figura 7 - Biossintese dos Acidos Nécicos Dicarboxilicos e Formagdo de Estruturas
Pirrolizidinicas Macrociclicas (Roder, 1995)
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Alkaloid LD50 (mg/kg b.w.)
Retrorsine 34
Senecionine 50 — also quoted as 85
Heliosupine 60
Lasiocarpine 72
Seneciphylline 77
Jacobine 77 (mouse)
Riddelliine 105 (mouse)
Symphytine 130 — also quoted as 300
Heleurine 140
Jaconine 168 (female rat)
Monocrotaline 175
Echimidine 200
Spectabiline 220
Senkirkine 220
Heliotrine 300
Echinatine 350
Supinine 450
Europine >1000
Heliotridine 1200
Intermedine 1500
Lycopsamine 1500

Figura 11 - Valores de LDsp para alguns PAs (COT Committee on Toxicity, 2008)




Exemplos de Plantas Produtoras de PAs e suas UtilizacGes
Tradicionais:

Asteraceae:

Duas das espécies mais comuns deste grupo sao a Senecio vulgaris, conhecida em Portugal
como tasneirinha ou cardo morto, e a Senecio jacobaea conhecida por tasneira, tasna ou Erva
de Santiago (Campos e Proenga da Cunha, 2001). Com uma composigao quimica rica em
flavondides, alcaldides e outros compostos, tém sido usadas tradicionalmente como
emenagogos e antiespasmadicos, durante o periodo menstrual, e em problemas de circulagao
sanguinea, como varizes e hemorrdides. Devido a toxicidade dos PAs, no entanto, o seu uso
é fortemente desaconselhado (Campos e Proenca da Cunha, 2001; Fresno, del, 1999; Roeder,
1995). Estes alcaloides podem também ser encontrados no mel produzido a partir do pdlen
destas plantas. No entanto, intoxicagoes por esta via nao sao comuns, devido a reduzida
expressao que o mel apresenta na alimentagao humana (Campos e Proenga da Cunha, 2001;
Fresno, del, 1999). Os PAs podem encontrar-se em toda a planta, mas existem em maior
concentragao nas sementes (Campos e Proenga da Cunha, 2001). Os alcaloides mais comuns
na Senecio vulgaris sao a senecionina, retroscina, ridelina e senecifilina, enquanto na Senecio
jacobaea os PAs principais sao a jacobina, otonecina, senecionina, senquirquina e a jaconina

(Campos e Proenca da Cunha, 2001; Roeder, 1995).

Outras espécies de Asteraceas, como a Eupatorium cannabinum, Petasites hybridus, Petasites
officinales e a Tussilago farfara tém sido utilizadas em afecgdes respiratorias e gastrointestinais,
podendo levar a manifestagoes toxicas devido ao seu conteudo rico em PAs (Fresno, del,

1999; Roder, 2000; Roeder, 1995).

No caso da Tussilago farfara, podem ser extraidas das folhas e partes aéreas floridas mucilagens
contendo acido uronico, flavonodides, acidos aromaticos, taninos e outros constituintes,
incluindo PAs. A tussilagem tem sido usada tradicionalmente no tratamento da obstrugao
aguda do aparelho respiratorio, inflamagoes agudas da mucosa orofaringea, na sindrome gripal,
tosse seca, tratamento da gastroenterite e diarreia e, externamente, no tratamento de feridas
(Proenga da Cunha, 2010; Roder, 2000). Os PAs toxicos que se apresentam em maior

concentragao sao a senquirquina e a senecionina (Roder, 2000; Roeder, 1995). Devido ao
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potencial hepatotoxico dos PAs, o seu uso deve, no entanto, ser evitado e, se compulsério,

limitado ao minimo periodo possivel (Proenga da Cunha, 2010; Roeder, 1995).

Porém, existem ainda na familia Asteraceae alguns PAs cuja actividade toxicologica é reduzida
e possivelmente suplantada por potenciais usos terapéuticos. Alguns destes apresentam
estruturas cujo nucleo pirrolizidinico se encontra saturado (ou, pelo menos, sem a dupla
ligagao em CI1-C2). Um exemplo desta condigao estrutural ¢é a platifilina, que nao apresenta
actividade hepatotodxica e que tem um historial de uso no tratamento da hipertensao. Outros
apresentam um nitrogénio quaternario no nucleo pirrolizidinico. Outros ainda existem na sua
forma de N-oxidos. Os derivados quaternarios possuem actividade bloqueante neuromuscular
e o N-oxido de indicina foi relacionado com uma acgao antitumoral (Fresno, del, 1999; Moreira

et al, 2018; Proenga da Cunha, 2010).

Boraginaceae:

Nas Boraginaceas, uma das plantas com maior tradicdo de utilizagdo medicinal é a Borago
officinalis, conhecida como Borragem. Tem sido usada internamente e externamente pelas suas
propriedades antinflamatorias, emolientes e diuréticas, sendo as suas folhas e flores ricas em
flavonoides, mucilagens, resinas e sais minerais, para além de quantidades menores de PAs
(Fresno, del, 1999; Proenga da Cunha, 2010). As suas sementes fornecem um oleo rico em
ésteres de acidos gordos insaturados, dos quais se destaca o acido émega 6, para além de
fitoesterdis e carotenodides. Este 6leo é usado internamente através de capsulas gelatinosas,
em situagoes de hipercolesterolemia, na sindrome pré-menstrual e em transtornos que
antecedem o periodo da menopausa (Proenga da Cunha, 2010). Externamente, tem sido usada
sob a forma de pomada ou creme, em casos de artrite reumatoide, afecgoes dérmicas como
eczemas ou psoriase e como adjuvante do rejuvenescimento cutineo (Proenca da Cunha,
2010; Roeder, 1995). As partes aéreas sao também, por vezes, usadas na alimentagao, como
temperos ou em saladas (Fresno, del, 1999; Roeder, 1995). Os PAs toxicos que expressa em
maior quantidade sao a intermedina e a licopsamina (Roeder, 1995). Devido a estes, o seu uso
interno € altamente desaconselhado e o externo deve ser feito de forma muito restrita e

atenta (Fresno, del, 1999).

Ja as raizes e folhas da Symphytum officinale, conhecida como consolda-maior, tém sido
tradicionalmente usadas de forma externa, em maceragdes e unguentos, no tratamento de
fracturas Osseas, entorses, distensoes e contusoes musculares e feridas cutaneas, devido a

acgao cicatrizante e revitalizadora da ureia — também chamada de alantoina —, a qual possui
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proeminente actividade antinflamatoria. Internamente, foi usada em infusoes e outras formas
liquidas no tratamento de afec¢oes gastrointestinais e do tracto respiratorio. Tem sido ainda
indicada para a preparagao culindria na alimentagao vegetariana (Fresno, del, 1999; Proenca da
Cunha, 2010; Roeder, 1995). Os principais PAs encontrados nos seus extractos sao a sinfitina,
a licopsamina, a intermedina e a equimidina (Roeder, 1995). Em vista dos inumeros casos de
estudo e de intoxicagoes acidentais que tém sido reportadas a utilizagao da consolda, o seu
uso interno é completamente desaconselhado e aplicagoes topicas devem apenas ser
efectuadas sob pele intacta, com preparagoes de baixas concentra¢oes (Fresno, del, 1999;

Proenga da Cunha, 2010; Roeder, 1995).

Fabaceae:

Nas Fabaceas, é especialmente conhecido o caso da Crotalaria retusa, cujas flores tém sido
extensamente usadas em situagcoes de sindrome gripal com tosse ou como antipirético e
diurético, dando origem a bastantes casos de intoxicagao (Neuman et al, 2015; Proenga da
Cunha, 2010). A este respeito, ha mesmo o registo de surtos de doenca hepitica, na India,
nos anos sessenta do século XX, devido a ingestio de cereais contaminados com sementes
desta planta, tendo-se verificado muitas mortes que lhe foram atribuidas (Proenga da Cunha,
2010). Alguns dos PAs mais comuns do género Crotalaria sao a monocrotalina, retrorsina e
crotananina (Neuman et al,, 2015). Casos como os anteriores tém levado a descontinuagao

gradual do uso medicinal tradicional de algumas plantas desta familia (Proenga da Cunha, 2010).
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Propostas de Limites Quantitativos Para a Exposicao a PAs 1,2-
Insaturados e seus N-Oxidos:

Instituicoes de Autoridade
Regulamentar

Valores-Limite

German Federal Department of Health
Bureau (1992)

Dutch National Institute for Public Health and
the Environment (2001)

Australia New Zealand Food Authority
(2001)

Committee on Toxicity (2008)

Federal Institute for Risk Assessment (201 1)

European Food Safety Authority (201 )

European Medicines Agency (2014)

o Uso Interno:
- | pg/dia (max. 6 semanas/ano)
- 0,1 pg/dia (periodos mais
prolongados)

o Uso Externo:
- 100 pg/dia (max. 6 semanas/ano)
- 10 pg/dia (periodos mais
prolongados)

(Considerando uma massa corporal de 60 Kg)

| pg/Kg ou lpg/L

| ug/Kg/dia

o PAs considerados nao-cancerigenos:
0,1 pg de equivalentes de
ridelina/Kg/dia
o PAs considerados cancerigenos: 0,007
pg/Kg/dia

0,007 pg/Kg/dia

0,007 pg/Kg/dia

0,007 pg/Kg/dia (max. 14 dias)
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