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Investigacdo de Teécnicas de controlo de fraudes no &mbito do comércio de Plantas

Medicinais e Aroméaticas

Resumo

Atendendo ao crescente interesse por produtos naturais e consequente incremento do
comércio de plantas arométicas e medicinais, revelou-se imperativa a investigagdo de
técnicas de controlo de fraudes neste &mbito. Apesar da importancia das plantas medicinais
espontaneas, valoriza-se o seu cultivo em modo de producgéo bioldgico, respeitando as boas
praticas agricolas de acordo com os requisitos da Organizacdo Mundial de Salde e
valorizando a qualidade, a seguranca e a eficacia destes produtos.

Estudando diversas plantas, recorreu-se a extraccdo de 6leos essenciais e a cromatografia
em camada fina (TLC) para investigar oS seus principais constituintes. Executaram-se
ainda processos rapidos de deteccdo de falsificacOes, através do teste da mancha do papel,
da contraccdo do volume de esséncia, do ensaio da fucsina, e da analise das plantas em
estado pulverizado.

Este trabalho é util e aplicavel em qualquer unidade de producdo de plantas aromaticas e
medicinais para fins industriais, pois recorre a metodologias simples e de baixo custo. A
implementacdo de diversos procedimentos de gestdo de qualidade é uma garantia de um
sistema de autocontrolo — HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points), segundo o
Codex Alimentarius, criando processos dinamicos que incitem a constante melhoria e
desenvolvimento tecnoldgico, evitando contaminacdes por agentes fisicos, quimicos e

bioldgicos, falsificagdes e fraudes.

Palavras-chave: Plantas Medicinais, Fraudes, Falsificacdes, Contaminagdo, Controlo de

Qualidade, Seguranca, Oleos Essenciais.



Investigation of Fraud Control Techniques in the Ambit of Aromatic and Medicinal

Plants Trade

Abstract

Considering the growing interest on natural products and, consequently, the increase of
medicinal and aromatic plants trade, the investigation of fraud control techniques became
imperative.

Despite the importance of spontaneous medicinal plants, biological production cultures are
well-valued, respecting good agricultural practices, according to the World Health
Organization requisites, which establish the quality, security and efficacy of these
products.

With the purpose of studying several plants, essential oils extraction and Thin-Layer
Chromatography (TLC) were used to investigate the principal constituents of each species.
Rapid detection of falsifications procedures were also used, like the paper stain test, the
volume of essence contraction essay, the fuchsine essay, and the analysis of plants on their
pulverized state.

This investigation is useful and applicable in any aromatic and medicinal plants production
unit for industrial purposes, because it resorts to simple and low cost methodologies.
According to the Codex Alimentarius, the implementation of quality management
procedures is a guaranty of a self-control system - HACCP (Hazard Analysis Critical
Control Points), creating dynamic processes which will provide a constant improvement
and technological development, avoiding contaminations by physical, chemical and

biological agents, falsifications and frauds.

Keywords: Medicinal Plants, Frauds, Falsifications, Contamination, Quality Control,

Security, Essential Oils.
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Capitulo I — Introducéo

1. Objectivos
Inserido no ambito da realizacdo da Dissertacdo de Mestrado em Producdo de Plantas
Medicinais para Fins Industriais, este trabalho tem como objectivo principal a pesquisa de
algumas técnicas de controlo de fraudes no ramo do comércio de plantas medicinais e
aromaticas recorrendo, para tal, a metodologias simples, que possam estar ao alcance de

pequenas empresas, mas que permitam efectuar analises fidveis e mais expeditas.

2. Introducao

Este trabalho prende-se com o uso seguro de produtos a base de plantas medicinais, sejam
eles medicamentos tradicionais ou suplementos alimentares. Neste ambito, assegurar uma
premissa de prevencdo dos riscos para a salude do consumidor estd intimamente
relacionado com o cumprimento de requisitos de qualidade, seguranca e eficacia.
Actualmente, verifica-se que a industria farmacéutica tem vindo a desenvolver e aplicar
métodos de avaliacdo de qualidade e seguranca dos medicamentos a base de plantas,
recorrendo a metodologias de grande rigor. No entanto, outros produtos, como por
exemplo, suplementos alimentares e plantas vendidas a granel ndo tém sido alvo de um
controlo tdo apertado. Neste sentido, tem emergido como fundamental o desenvolvimento
de técnicas que avaliem e exijam o cumprimento de critérios apertados para produtos a
base de plantas medicinais e aromaticas.

De acordo com o contexto global de garantia da qualidade e controlo de produtos
fitoterapicos, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, em inglés, WHO, World Health
Organization) desenvolveu orientacdes sobre boas praticas agricolas e de colheita (GACP)

para plantas medicinais, com orientacédo técnica geral sobre a obtencdo de materiais de boa



qualidade para a producdo sustentdvel de produtos naturais classificados como
medicamentos (WHO, 2003). Essas orientacOes estdo relacionadas com o trabalho desta
agéncia sobre a proteccdo de plantas medicinais, visando a promocao da utilizacdo
sustentavel e cultivo de plantas medicinais.

Apdbs uma breve resenha historica sobre a utilidade e interesse que as plantas medicinais e
aromaticas tém vindo a deter ao longo de toda a histéria da humanidade, serdo focadas as
diversas fases de processamento destas plantas, dando-se relevo a aspectos do seu
crescimento espontaneo ou cultivo, colheita, secagem e conservagao. A importancia de
adopcdo de boas praticas agricolas, por parte de agricultores e outros interessados (como
produtores e processadores) serd focada. Estas evitam a contaminacdo por agentes
microbianos ou quimicos durante qualquer das etapas mencionadas e revelam-se
fundamentais para garantir a seguranca e qualidade dos produtos. Com o mesmo intuito e
importancia devem, também, ser aplicadas medidas na colheita de plantas medicinais
espontaneas. O reconhecimento das plantas ou partes destas reveste-se de importancia
fulcral como forma de evitar erros de identificacdo, contaminacfes acidentais ou
adulteracdes intencionais (WHO, 2003).

Também os medicamentos a base de plantas serdo alvo de uma breve enumeracao neste
trabalho, destacando-se aspectos da sua regulamentacdo em varios paises, bem como
algumas regras para a sua preparagao.

Com um papel central neste projecto, as plantas aromaticas serdo abordadas, dando-se
particular importancia aos 6leos essenciais e as suas actividades bioldgicas.

Assim, no ambito do funcionamento de uma empresa de processamento e comercializagdo
de plantas medicinais, o controlo da matéria-prima constitui uma importante e
determinante fase. Actualmente, com uma procura cada vez maior de produtos a base de

plantas medicinais, cabe a estas empresas controlar alguns pardmetros de qualidade,



apresentando ao consumidor informacdo clara e credivel que possibilite uma utilizacao
consciente. E este processo de controlo de qualidade de um produto, que apresenta uma
forte dindmica devido as varias etapas que abrange desde a obtencdo de matéria-prima,
passando por todo o processo de producdo, culminando com a analise do produto final. Os
parametros de controlo de qualidade, variam de espécie para espécie e podem ser
encontradas nas monografias constantes em farmacopeias (e.g. Farmacopeia Portuguesa,
Farmacopeia Europeia). Neste sentido, algumas técnicas de controlo de qualidade da
matéria-prima vegetal serdo abordadas de forma detalhada. A identificacdo de matérias de
plantas medicinais através do ADN sera referida numa ultima fase, terminando esta
dissertacdo com a descricdo e analise do trabalho desenvolvido no Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra, onde decorreu o
meu estagio. Durante a sua realizacdo foram levados a cabo diferentes trabalhos préaticos de

investigacdo (de facil aplicacdo e execucao rapida) que permitem revelar algumas dessas

fraudes.



Capitulo Il — Importancia das Plantas Medicinais

1. Histdria

De acordo com Bown (1995), durante toda a historia da humanidade as plantas medicinais
tém exercido um papel determinante nas tradicbes médicas, sendo o seu conhecimento
transmitido de geracdo em geracdo. Segundo este autor, as primeiras plantas medicinais e
aromaticas foram plantadas nos jardins dos templos, no Egipto, ha cerca de 4000 anos. Os
conhecimentos desta civilizacdo egipcia foram transmitidos aos Gregos e posteriormente
aos Romanos, que aplicavam perfumes e 6leos aromatizados em massagens.

Ja os textos hieroglificos descreviam a aplicagdo médica das plantas. O “Papiro de Ebers”
descoberto nos finais do Século XIX, em Luxor, descreve em detalhe a elaboracdo e
aplicacdo de matérias-primas minerais e vegetais. Inclui uma compilacdo de 800 receitas
para preparar decoccdes, pilulas e lo¢Bes, assim como diversas misturas para serem usadas
em gargarejos (Grinwald & Janicke, 2009).

Hipdcrates (aprox. 460-375 a.C), nas suas viagens pela Grécia e Asia Menor, ampliou os
seus conhecimentos curativos, e quando regressou a sua ilha de origem, Kos, passou a
ensinar medicina na sua propria escola, mencionando as primeiras teorias cientificas e
fazendo observacGes médicas sistematicas. Segundo Grinwald & Janicke (2009),
aconselhava o uso de remédios vegetais, de dietas e outras alteracdes do modo de vida.
Volak & Stodola (1983) destacam que foi nesta época que surgiu a teoria de que existia
uma ligacdo entre a forma das plantas e a doenca que € suposto curar. A obra de Hipdcrates
(natura signa) mostra-nos o poder medicinal das plantas.

A Historia das Plantas (Historia Plantarum) de Teofrasto de Ereso (Aprox. 372-322 a.C.),
foi a primeira obra completa sobre plantas, com indicacGes sobre efeitos toxicos e atributos

curativos de cada planta, essenciais para a terapéutica (Cunha, Ribeiro & Roque, 2009).



Por sua vez, a medicina romana inspirou-se principalmente nos gregos. Plinio-o-Velho
(23-79 d.C.) compilou varios trabalhos dedicados ao estudo da natureza na enciclopédia
Historia Naturalis, que contém inimeras instrucdes sobre a aplicacdo médica das plantas.
Na mesma época surgiu outra obra, Matéria Médica de Pedanius Dioscérides (40-90 d.C.),
um grego que serviu como medico militar as ordens do Imperador Nero. Foi uma obra de
referéncia medica até a Idade Moderna, apresentando ilustracfes, descri¢cbes e conselhos
sobre a utilizacdo de cerca de 600 plantas, e outros produtos de origem animal e mineral
(Cunha, Ribeiro & Roque, 2009).

Seguiu-se, entre outros, Claudio Galeno (aprox. 130-200 d.C.), o médico mais importante
da Antiguidade a seguir a Hipdcrates. De acordo com Webb & Craze (2000), Galeno foi o
primeiro a tentar formar um sistema de medicina que demarcasse definitivamente, médicos
de curandeiros tradicionais. Este médico elaborava receitas muito complexas que incluiam
dezenas de ingredientes. Utilizava diversos métodos para misturar, extrair e refinar drogas,
0s quais deram lugar a medicamentos de qualidade reproduzivel, que prevaleceram na
medicina ocidental durante mais de 1500 anos. Muitas das tradi¢fes transmitidas desde a
Antiguidade Grega conservaram-se nos mosteiros europeus e nas culturas orientais. Os
Arabes também assimilaram grande parte da sabedoria greco-romana e desenvolveram-na
com os seus proprios preparados de plantas de origem persa, indiana e chinesa. Utilizavam
diversas plantas como canfora, sene, noz-moscada, ruibarbo, séndalo, tamarindo e cravinho
(Cunha, Ribeiro & Roque, 2009).

A partir do século VII, comecou a estudar-se medicina de forma regular nos mosteiros de
Inglaterra, Irlanda, Franca, Alemanha e Suica. As plantas medicinais colhidas nos campos
e florestas proximos eram as matérias-primas das farmacias, passando mais tarde a ser
cultivadas nos jardins dos mosteiros, onde cresciam imensas plantas autoctones alem de

plantas exoticas trazidas pelos peregrinos e monges (Vélak & Stodola, 1983). O decreto



que regulava os bens da corte de Carlo Magno (768-814), denominado Capitulare de Villis
et Curtis Imperialibus, teve uma grande importancia para a criacdo dos jardins medicinais.
Por ordem do Imperador, um abade beneditino da Normandia elaborou uma lista com 73
plantas e 16 arvores que tinham de ser cultivadas e plantadas em todas as terras (Griinwald
& Jénicke, 2009).

Hildegard von Bingen foi a médica mais famosa da ldade Média. Escreveu dois
importantes livros: Physica e Causae et Curae, tendo utilizado pela primeira vez tanto o
nome latino como a denominacédo popular de plantas e arvores (Volak & Stodola, 1983).
Em meados do século XII, apareceu uma obra muito importante para a Fitoterapia: Circa
Instans, contendo 270 monografias onde sdo descritas ndo s6 as plantas, mas também os
medicamentos que derivam delas, além de fornecer indicacGes sobre as caracteristicas de
qualidade e possiveis falsificacbes. Esta obra, que continha uma relacdo das principais
qualidades e dos efeitos das plantas, assim como instru¢es sobre as suas aplicacdes,
difundiu-se rapidamente na Europa (Grunwald & Janicke, 2009). Os mesmos autores
referem que a partir dos séculos XIV e XV, apareceram diversos livros especializados em
plantas e medicamentos, entre 0s quais se destaca Gart der Gesungheit, a primeira edicado
ilustrada em alemdo com gravuras de um herbario.

Uma outra obra com destaque, publicada em 1597, The Herball or Generall Historie of
Plantes, escrito pelo ervanario e cirurgido inglés John Gerard, apresentava a origem, a
historia, 0 uso e 0 método de plantacdo de cada planta adequado a cada espécie (Webb &
Craze, 2000).

O renascimento da fitoterapia deu-se no século XVI, quando as plantas comecgaram a ser
cultivadas nos jardins das universidades europeias, para o0 ensino de boténica e medicina
(Bown, 1995). Esta época caracterizou-se pela publicacdo de varios herbarios, onde as

plantas comecaram a ser ordenadas de acordo com a sua familia botanica. No entanto, s6



no seculo XVIII, o botanico sueco Carl von Linneo formulou a sistematizacao actualmente
vigente do reino vegetal, de acordo com certas caracteristicas especificas dos seus 6rgdos
reprodutores, tendo fundado a nomenclatura botanica moderna. O nome cientifico de uma
espécie consta da denominacgéo do género, do epiteto e do nome abreviado ou completo da
pessoa que a descreveu pela primeira vez (e.g., Linneo abrevia-se com L.). Na sua obra
Systema naturae agrupou quase todas as plantas do mundo em cerca de 300 familias
(Grunwald & Jéanicke, 2009). O préprio Herbarium de Linneo foi uma ajuda essencial para
as instituicdes boténicas, nomeadamente na investigacdo teorica da classificacdo de
milhares de espécies. (Thomson, 1980).

Cunha et al. (2007) refere que as ideias de Paracelso foram aplicadas apenas a partir do
século XVIII, quando se deu uma importante evolucdo da Quimica, procurando de um
modo sistematico isolar e determinar a estrutura dos constituintes activos dos produtos de
origem natural dotados de propriedades medicinais. Foram os trabalhos do sueco Scheele,
na sua farmécia, que deram inicio a esta nova etapa, obtendo, a partir de produtos naturais,
varios acidos organicos e ainda a lactose e a glicerina. Seguiram-se outros farmacéuticos e
quimicos, como Derosne, gque extraiu do épio a narcotina e uma mistura de alcaldides, da
qual Serturner, em 1816, isolou a morfina. Pelletier e Caventou isolaram a estricnina em
1818. Leroux obteve a salicina do salgueiro em 1830, que iria depois conduzir a sintese do
acido acetilsalicilico, que apos ser isolado foi obtido sinteticamente fazendo com que a
Aspirina tenha hoje em dia imensas aplicacbes médicas (Waizel-Bucay, 2011). Por sua
vez, Robiquet extraiu a amigdalina das améndoas amargas e Nativelle obteve a digitalina
cristalizada da dedaleira.

Ja em Portugal, em 1810, Bernardino Antdnio Gomes torna-se o primeiro investigador a

obter um dos alcaldides da casca de quina, que denominou de “chinchonino”, tendo o seu



trabalho sido publicado no Medical and Cirurgical Journal e reconhecido

internacionalmente (Cunha et al., 2007).

2. Importancia das plantas medicinais na actualidade

Nos ultimos anos, a utilizacdo de plantas medicinais tem suscitado um crescente interesse
mundial, provocando um aumento da procura de algumas espécies. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude (WHO, 2003) aproximadamente 28% das espécies vegetais tém uma
aplicacdo terapéutica, e uma grande parte destas plantas medicinais obtém-se a partir de
colheitas espontaneas. Actualmente sdo utilizadas em todo o mundo cerca de 35 mil
plantas medicinais, sendo dois tercos delas provenientes de colheitas silvestres. Nascidas
de forma espontanea e existindo em grande quantidade na Natureza, tais plantas tém
suscitado, desde sempre, o interesse das populacdes pela sua colheita, as quais muitas
vezes transformam essa tarefa numa fonte de rendimento.

Para contrabalancar esta tendéncia, em 1992, foi celebrada a Convencéo sobre Diversidade
Biologica, no Rio de Janeiro. O principal objectivo desta convencdo foi desenvolver e
reforcar a consciencializacdo sobre o valor da diversidade bioldgica ou seja, a diversidade
de espécies, de ecossistemas e genética. Infelizmente, a biodiversidade vé-se ameacada
pela alteracdo climética global e pelo desaparecimento de grandes superficies de selva
tropical. Como tal, e apesar de, durante varios anos, se dar preferéncia as plantas
medicinais espontaneas por serem as que estavam mais a disposicdo do homem, a colheita
abusiva de certas espécies pds em risco a diversidade biol6gica e o patriménio genético
existente nas mesmas (WHO, 2003).

Segundo Schippmann (citado por Heller, 2008), activista do meio ambiente do
Departamento Federal de Proteccdo a Natureza (BFN), a Alemanha lidera o comércio

europeu de plantas medicinais, envolvendo anualmente 45 mil toneladas de diferentes



especies, sendo o terceiro importador e exportador mundial. A magnitude desta industria
representa um problema para a proteccao das especies.

A producéo industrial ndo sera a unica alternativa, uma vez que é muito dificil produzir de
forma controlada a maioria destas plantas. Por exemplo, a Garra-do-Diabo
(Harpagophytum procumbens) da Namibia — que € colhida pela populacdo dos
bosquimanos San, dependentes desta colheita para sobreviverem — é uma matéria-prima
muito procurada para a producdo de medicamentos. Outro exemplo é a casca da espécie
Prunus africana ou Pygeum africanum, também muito procurada, que cresce em regides
até 1000-2500 metros de altitude, nas florestas de Africa e Madagascar, tendo como
principais importadores desta planta paises como Franca, Espanha, Suica e Austria, pondo
em risco a sua existéncia. A forma mais eficaz de actuar para controlar a colheita silvestre
¢ garantir a regeneracdo das plantas (Heller, 2008).

A CITES (Convention on International Trade of Endangered Species of Wild Fauna and
Flora), fundada pela Administracdo Federal para a Protec¢do da Natureza com a finalidade
de proteger orquideas e cactos, também ndo conseguiu atenuar esta situacdo porque 0S
paises exportadores ndo recebem qualquer tipo de ajuda. Neste sentido, a implementacéao
de projectos de investigacdo bem planeados com as populaces autdctones, para um uso
responsavel das plantas, surge como um dos melhores caminhos a seguir. Na sua obra,
Griunwald & Janicke (2009) salientam que é possivel transmitir conhecimentos sobre
métodos de colheita responsaveis, apostando na formacdo e na educacdo dirigidas as
populacbes autdctones, de forma a garantir a conservacdo dos recursos naturais e o
controlo de uma correcta colheita.

A flora brasileira possui uma das maiores fontes de novas substancias bioactivas, existindo
uma vasta diversidade de tradicGes a ela associadas que sé@o o reflexo do seu imenso

potencial. Muitos destes recursos foram utilizados pelos laboratorios brasileiros, mas foram



excluidos do mercado pela inexisténcia de estudos de validacdo. Neste sentido, em 2002, a
Organizacdo Mundial de Saude editou um documento onde reconhece que as plantas
utilizadas ha séculos tém valor terapéutico e devem ser aproveitadas, mas é necessario que
as suas preparacdes passem por processos de validacdo (Brandéo et al., s.d.).

A seleccdo de plantas medicinais incluidas nas monografias da OMS (WHO, 2009) é
baseada no uso destas plantas a nivel mundial. Um dos seus objectivos é fornecer um
modelo que sirva de suporte para o0s paises desenvolverem as suas préprias monografias de
plantas medicinais nacionais ou regionais.

De acordo com Brandao et al. (s.d.), o programa da OMS incentiva a validacdo de plantas
medicinais e preparacdes utilizadas pela medicina tradicional chinesa, indiana, arabica, e as
utilizadas pelos indios americanos. No entanto, muitos fitoterapicos estdo a ser excluidos
da medicina oficial por ndo existirem estudos suficientes que confirmem a sua eficacia e
seguranca.

De acordo com Cunha, Roque & Gaspar (2011), outro objectivo da Organizacdo Mundial
de Saude passa por promover 0 uso e a terapéutica criteriosa da medicina tradicional e da
medicina complementar ou paralela. Mais de um terco dos habitantes de paises em
desenvolvimento ndo tem acesso aos medicamentos primarios, podendo o acesso as
terapias tradicionais ou alternativas ser determinante para o desenvolvimento dos cuidados
de salde a nivel mundial. Alguns paises como a China, a Republica Democratica da
Coreia, a Republica da Coreia do Sul e 0 Vietname integraram completamente a medicina
tradicional nos seus sistemas de saude.

O consumo de medicamentos a base de plantas medicinais tem aumentado principalmente
nas ultimas décadas, tanto em paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento.
Os consumidores tém preferéncia pelos produtos naturais a base de plantas, muitas vezes

comercializados na forma de suplementos alimentares. Em Portugal, a automedicacao
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também € uma pratica que lhes esta associada. Hoje em dia, alguns consumidores ja estdo
bem informados, e um maior conhecimento das propriedades farmacoldgicas das plantas
resulta no seu uso racional. A fitoterapia é uma alternativa/complemento bem aceite pelos
pacientes no momento de tratar as afeccdes ligeiras, principalmente quando apoiada pelo

conselho de um técnico de saude (Grinwald & Jéanicke, 2009).

3. Cultivo de Plantas Medicinais

Cunha et al., (2007) salientam que para se proceder a cultura de plantas medicinais ha que
ter em conta todos o0s aspectos econémicos e agronomicos gerais, para além dos
especificos de cada espécie. Assim, os parametros em relacdo ao clima, solo, irrigacéo,
propagacdo vegetativa, colheita e controlo de infestantes, insectos e doencgas devem ser
tidos em consideracdo para cada planta a cultivar. Neste sentido, e tendo em conta todas as
fases de desenvolvimento da planta, é importante adaptar a variedade seleccionada, tendo
em conta o local de cultivo — domesticacdo (Cunha, Roque & Gaspar, 2011).

Muitas espécies sO produzem certos compostos quando submetidas a determinadas
condicdes de stress, como, por exemplo, uma reduzida disponibilidade de certos
constituintes. Pelo contrario, frequentemente ha a necessidade de reforcar os solos ou a
irrigacdo com um determinado nutriente, para se poder aumentar a quantidade de um dado
constituinte activo. E o caso da adi¢do de compostos azotados ou de certos aminoacidos
gue aumentam a quantidade de um ou varios alcaléides (Cunha et al., 2007). Para além
disso, a matéria organica € essencial para a estrutura do solo resultante da compostagem
domeéstica verificando-se ser um excelente alimento para as plantas aromaéticas (Denne,
2009).

Um outro aspecto relevante a ter em conta na escolha do local de cultura é a inexisténcia

de inquinagdes por metais pesados (chumbo, cadmio, e mercurio). Embora ndo estejam
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ainda estabelecidos os teores maximos admitidos para esses metais pesados nas plantas
medicinais, podem usar-se os valores indicados para os alimentos vegetais. Em Espanha,
por exemplo, para as espéecies vegetais usadas na alimentacao, a legislacao exige um limite
méaximo de 3ppm de arsénio e 13ppm de chumbo, enquanto para as especiarias os limites
sdo 3ppm de arsenio e 10 ppm de chumbo (Cunha, Roque & Gaspar, 2011).

Assim, como aludido por Cunha et al. (2007), para as plantas se ajustarem as novas
condicdes edéaficas e climaticas, a cultura das plantas medicinais exige técnicas muito
especializadas. Nalguns paises europeus, o cultivo de plantas medicinais é elaborado em
areas naturais protegidas, existindo um elevado controlo de qualidade, sendo as
propriedades das plantas definidas com precisdo e homogeneidade. Desta forma, reduz-se a
possibilidade de producéo de falsificagdes ou confusdes.

A producdo em modo bioldgico contribui para a preservacdo do meio ambiente, pois exige
rotacdo dos terrenos de cultura, adubacdo organica isenta de adubos quimicos, insecticidas
e herbicidas (Cunha, et al., 2007). Grinwald & Janicke (2009) salientam que a cultura
bioldgica de plantas aromaticas e medicinais tem vindo a apresentar um crescimento de 5%
por ano e promete ser um sector importante para o sector alimentar e de salude. Nao
obstante, Cunha, et al. (2007) referem que, em termos préaticos, pouco se tem feito em
Portugal para que a producdo nacional de plantas medicinais seja comparavel a de outros
paises europeus, onde a cultura, transformacdo e comercializagdo estdo muito mais
desenvolvidos e representam uma grande inddstria. O nosso pais ainda estd pouco
desenvolvido em relagdo a cultura bioldgica de plantas aromaticas e medicinais dispondo,
em 2002, apenas de 25 hectares de area de cultivo. Contrariamente, em Espanha, ja se
cultivam mais de 7000 hectares de plantas aromaticas e medicinais, evidenciando-se em
termos quantitativos as seguintes plantas: o acafrdo, a alfazema, a erva-cidreira, a erva-

doce, a hortel&-pimenta, o lupulo e a salva oficinal (Grinwald & Janicke, 2009).
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As plantas aromaticas cultivadas em regime biolégico sdo muito ricas em nutrientes e
proporcionam excelentes resultados na alimentacéo, devido ao seu sabor acentuado e ao
seu baixo teor de agua (Mcvicar, 2002).

Segundo Cunha, Roque & Gaspar (2011) a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a
Agricultura e a Alimentacdo — FAO (Food and Agriculture Organization) tem como
objectivo desenvolver medidas de apoio aos agricultores das regifes economicamente
desfavorecidas para que estes possam produzir produtos de alta qualidade. Desta forma é
possivel a cultura de plantas aromaticas e medicinais em modo de producéo bioldgico ou

respeitando as regras de proteccdo integrada.

4. Boas praticas agricolas de colheita e conservacao de plantas

De acordo com as directrizes da OMS (WHO, 2003) é fundamental aplicar boas praticas
agricolas e de colheita (GACP) para plantas medicinais, para garantir a sua qualidade. E
importante determinar a hora da colheita ideal de acordo com a qualidade e quantidade dos
componentes biologicamente activos da planta, a qual muda consoante o seu estagio de
crescimento e desenvolvimento. As praticas de colheita devem ser adequadas a cada uma
das espécies de plantas medicinais e parte da planta utilizada (raizes, folhas, flores, frutos,
etc.). Os produtores devem ter um conhecimento apropriado sobre a planta medicinal que
estdo a colher que deve incluir a identificacdo boténica, as caracteristicas culturais,
exigéncias ambientais, os meios de colheita e 0 armazenamento. Durante a colheita ¢é
fundamental ter cuidado e garantir que ndo sdo colhidos e misturados materiais estranhos,
tais como plantas toxicas e ervas daninhas. A colheita deve ocorrer nas melhores condigdes
possiveis, evitando o orvalho, a humidade e a chuva. Os dispositivos de corte, tais como as
maquinas devem ser mantidos limpos para reduzir os riscos de contaminacdo. A qualidade

da matéria-prima pode ser afectada se as plantas forem colhidas junto de estradas ou de
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areas industriais, apresentando depdsitos de poeira e metais pesados provenientes dos
veiculos e outros poluentes. Também € de evitar regibes onde sdo aplicados agro-toxicos
nos vegetais que contém altos indices de pesticidas. Colheitas em locais infectados,
secagem e/ou armazenamento inadequados podem causar contaminagcdo por
microorganismos, principalmente fungos. Todos estes problemas podem causar sérios
prejuizos ao consumidor (WHO, 2003).

Segundo a OMS, (WHO, 2003) as matérias-primas devem ser transportadas de imediato
para um espaco limpo e seco, colocadas em recipientes bem arejados, para se proceder de
imediato a secagem. A sobrecarga ou empilhamento deve ser evitado por poder resultar em
compostagem e diminuir a qualidade da matéria-prima. O contacto com o solo deve ser
evitado, de modo a minimizar a carga microbiana. De acordo com Cunha & Roque (2008),
apos a colheita do farmaco deve proceder-se de imediato a sua secagem, de modo a
eliminar-se a maior parte da agua, e paralelamente, obter a inactivacdo dos sistemas
enzimaticos presentes no conteudo celular.

Os factores a ter em conta para conseguir um produto de qualidade, dependem da correcta
colheita da matéria-prima, da secagem, do processamento, do embalamento e da rotulagem
Silva et al., (2009).

E importante conhecer o valor de humidade que cada farmaco vegetal apresenta apds a
secagem. Esse indice esta relacionado com a sua boa preparacdo e € uma garantia da sua
conservacao. Uma quantidade excessiva de humidade pode indicar que os produtos foram
mal preparados ou se encontram acondicionados inconvenientemente. Portanto, o0s
farmacos vegetais, em circunstancias capazes de promover alteracbes dos seus
constituintes activos, revelam simplesmente a fraude (Costa, 2001).

Na sua obra Cunha & Roque (2008) referem varios métodos de secagem, tais como:

e Exposicdo ao ar em atmosfera seca e arejada;
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e Espaco bem ventilado a sombra;

e Estufa por ar quente;

e Tduneis ventilados com ar quente, em que a planta é colocada em tabuleiros de rede,

saindo na extremidade do tunel ja seca;

e Raios infra-vermelhos;

e Estufa sob vazio a 40-45°C.
Destes processos 0 mais usado € o da estufa, no entanto a secagem em locais bem
ventilados, em que a planta é colocada em tabuleiros de rede, a sombra também ¢ eficaz. A
temperatura de secagem ¢, regra geral de 20°C a 40°C para folhas e sumidades floridas.
Para cascas e raizes a temperatura deve ser de 50°C a 70°C, de modo que o material vegetal
figue com uma quantidade de agua de cerca de 5% (o valor limite referido nas
farmacopeias situa-se em geral nos 10%). O secador solar também se tem revelado um
equipamento adequado a secagem de material vegetal. Com uma temperatura de 30-35°C,
durante 48 horas permite uma boa qualidade do material. Para além disso, é uma
tecnologia amiga do ambiente, com reduzidos custos de construcdo e funcionamento.
Ja de acordo com Martins (2008), pesquisas recentes mencionam quatro parametros
fundamentais para a secagem das plantas aromaticas e medicinais: Temperatura e
velocidade do ar de secagem; Humidade relativa do ar dentro e fora do sistema de
secagem; Temperatura do material; e Pressdo estatica em funcdo da altura de camada do
produto. Para este autor, a secagem ao sol de muitas plantas medicinais e aromaticas é
totalmente desaconselhada, por desencadear o processo de fotodecomposicéo, degradando
0s componentes quimicos e favorecendo alteracdes de cor, sabor e odor no produto.
Posteriormente a secagem importa considerar a conservacdo do material vegetal a
temperaturas nunca superiores a 20°C, protegido da luz e da humidade, para ndo se

desencadearem alteracdes dos seus constituintes. Como a humidade facilita a actividade
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enzimatica e aumenta a probabilidade de se desenvolverem bolores, leveduras e outros
microorganismos, 0s produtos devem conservar-se em ambientes com teores de humidade
relativa entre 40 e 60%. O tipo de acondicionamento também € muito importante para
conservar os farmacos (Cunha, Silva & Roque, 2006). De acordo com estes autores, sO 0
vidro € realmente hermético, enquanto o cartdo, o papel e até mesmo o plastico permitem
trocas gasosas entre o farmaco e o exterior, pelo que devem ser evitados, principalmente na
conservacao de farmacos em pd, aromaticos ou com constituintes muito alteraveis.
Essas alteracOes que se dao apds a colheita, motivadas pelo teor de agua, riqueza em
enzimas (hidrolases e oxidases), temperatura e luz, vdo influenciar a composicéo final do
produto. Durante esta fase, inapropriadas manipulacdes das plantas podem levar ao
desenvolvimento de microorganismos patogénicos, como salmonelas e microorganismos
coliformes.
De acordo com Cunha et al. (2007), a Farmacopeia Portuguesa VIII, apresenta como
valores maximos microbiologicos para preparacGes galénicas, em que intervém a agua
fervente (como o caso de tisanas e cozimentos), 0s seguintes valores:

e Microorganismos aerébios totais: maximo 10’ de bactérias e 10° de fungos e

leveduras por g ou ml;

e Escherichia coli: maximo 107 por g ou por ml.
Para os farmacos vegetais usados em medicamentos, em que ndo intervém a agua fervente,
sdo exigidos valores menores, como 0s abaixo discriminados:

e Microorganismos aerobios viveis totais: maximo 10° de bactérias e 10* de fungos

e leveduras por g ou por ml;
e Enterobactérias e outras bactérias de Gram negativo: maximo 10° de bactérias por g

ou por ml.
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Existem meios de esterilizacdo das plantas, alguns dos quais proibidos nos dias de hoje,
como oxido de etileno, interdito na Unido Europeia devido a formacéo de produtos toxicos
(etilenocloridrina e outros). J& o metodo de esterilizacdo com radiacdes ionizantes pode
originar alterac@es dos constituintes, pelo que algumas Farmacopeias determinam que seja

declarado, 0 que pode provocar rejeicdo por parte de alguns clientes.
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Capitulo 111 - Medicamentos a base de Plantas

1. Regulamentacdo e seguranca

De acordo com Cunha, Roque & Gaspar (2011), os medicamentos a base de plantas sdo
objecto de regulamentacdo em setenta paises. No entanto, o controlo legislativo ndo segue
um modelo estruturado e os procedimentos utilizados sdo diversos. Na Alemanha, a
maioria das preparacOes vegetais sdo medicamentos que devem ser aprovados pelo
Instituto Nacional de Medicamentos e Produtos Médicos antes de a autoridade competente
os comercializar. Por essa razéo, desenvolveu-se um processo de unificacdo do estatuto dos
medicamentos de origem vegetal em toda a Europa para que seja possivel dispor de
medicamentos a base de plantas em todos os estados-membros da UE em igualdade de
condic¢des (Grinwald & Janicke, 2009). Ainda que em Portugal, s6 recentemente tenha
sido autorizado um medicamento a base de plantas, noutros Estados-membros, até 30 de
Junho de 2007, existiam quatro medicamentos na Alemanha e no Reino Unido, dois na
Eslovénia e na Holanda e um na Austria. Um destes medicamentos autorizados tem como
constituinte activo a Cimicifuga racemosa, planta originaria do Norte dos Estados Unidos e
do Canada, onde os nativos utilizam as raizes para o tratamento de problemas
ginecologicos ou relacionados com a menopausa, dores articulares e alivio das dores de
parto. Outro dos medicamentos autorizados, contendo plantas de origem europeia, é
produzido a base de Tanacetum parthenium, origindria da regido dos Balcas (Grécia,
Albénia), a qual ¢ utilizada como antipirética e para o tratamento de dores de dentes, de
estdmago e dores de cabeca (Martins, 2008). De acordo com a mesma autora, actualmente
ja existe um medicamento comercializado na Europa com extracto da planta vulgarmente
conhecida como Garra do Diabo (Harpagophytum procumbens D. C.), usado como

estomaquico e tonico amargo, existindo muitas referéncias a sua utilizacdo para o
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tratamento de artrite, gota, lumbago, mialgias e problemas reumaticos. Ja Schippmann
(citado por Heller, 2008) refere que a casca da espécie Prunus Africana ou Pygeum
africanum é muito procurada para tratar da hiperplasia benigna da prostata, e por isso,
muito importante para o fabrico de alguns medicamentos que sdo comercializados na
Europa.

O uso de medicamentos a base de plantas tornou-se uma alternativa para o consumidor
final (DeSmet, 2004, citado por Monteiro, 2008), que por vezes assume que as plantas
medicinais sdo um produto natural inofensivo (Soares & Simon, 1992 citado por Monteiro,
2008). No entanto, devido aos seus principios activos, estas apresentam actividade
farmacoldgica sobre o organismo, e como tal apresentam efeitos secundarios, contra-
indicacdes, toxicidade e interaccbes com os farmacos convencionais (Guijarro, 2005,
citado por Monteiro, 2008). Existem diversos factores a ter em conta, antes da
administracdo destes produtos. “A eficacia e seguranca das plantas medicinais podem ser
aumentadas ou diminuidas, em funcdo da disposicdo metabdlica do individuo e limites de
toxicidade dos principios activos utilizados. Estas situacBes fisioldgicas especiais,
englobam por exemplo a gravidez, a terceira idade, os periodos pré e pos-operatorio,
pacientes com doencas de caracter auto-imune, cancro, doencgas degenerativas do sistema
nervoso, alteracdes hormonais e outras situagdes” (Guijarro, 2005, citado por Monteiro,
2008). Os efeitos secundarios podem ser intrinsecos as préoprias plantas medicinais,
toxicidade ou sobredosagem, as interaccdes com medicamentos convencionais e/ou
reacgdes alérgicas. De acordo com Fong (2002, citado por Monteiro, 2008) existem outros
factores que podem provocar reaccdes adversas relacionados com a utilizacdo das plantas
medicinais, como sendo “identificacdo incorrecta das plantas, contaminacao, substituicdo e

adulteracdo, variabilidade quimica, falta de estandardizacdo, problemas na producéo,
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falhas nas boas praticas de produgdo, entre outros” (Fong, 2002, citado por Monteiro,
2008, p.46).

Bacchi (1996, Farias, 2001 citado por Nascimento et al., 2005) atesta que é indispensavel
um rigoroso controlo de qualidade dos dados que revelam a origem das plantas medicinais
utilizadas nos medicamentos e nas suas especificacdes técnicas. De acordo com Farias et
al. (1985), a qualidade das férmulas farmacéuticas esta intimamente ligada a qualidade da
matéria-prima. Os problemas mais frequentes na andlise de matérias-primas sdo as
adulteracdes, resultantes em grande parte, da actual forma de exploracdo das plantas
medicinais e da falta de controlo de qualidade. Um factor que pode contribuir para a fraude
é a utilizacdo de designacGes populares, que sdao muitas vezes regionais, variando de uma
localidade para outra. Nomeadamente, diferentes espécies vegetais apresentarem a mesma
denominacdo regional ou uma Unica espécie ter diferentes denominacGes populares. Além
disso, algumas espécies sdo morfologicamente semelhantes, tornando muito dificil a sua
identificacdo. Como tal, é imprescindivel, que todo o material adquirido pela indudstria seja
analisado por profissionais, contenha a identificacdo botanica e a composic¢do quimica, a
fim de garantir a uniformidade do produto final. Através da analise cromatografica dos
produtos comercializados, constata-se muitas vezes que existe uma completa desigualdade
na composi¢ao quimica de um mesmo produto.

Ja Costa (2001) destaca um conjunto de determinagdes qualitativas e quantitativas
utilizadas na andlise geral dos farmacos vegetais que tem o objectivo de contribuir para o
reconhecimento da planta e caracterizagdo dos seus principais constituintes ou marcadores
de qualidade, nomeadamente, permitir a sua identificacdo, verificar o seu estado de pureza
e a natureza de certas eventuais fraudes.

Segundo Ferraro (2006) a qualidade de um medicamento fitoterapico depende sempre de

varios factores, como sejam, a variabilidade da matéeria-prima, a identificacdo do farmaco
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vegetal, seja uma planta silvestre ou de cultivo. A qualidade, eficacia e seguranca do
mesmo estdo intimamente relacionados com as condicgdes climaticas e edaficas do material
vegetal, a parte da planta que foi colhida, a época de colheita, e a ontogenia da planta.

Para Gobbo-Neto & Lopes (2007) o factor mais importante que influencia o contetdo dos
metabolitos secundarios é a época em que a droga vegetal é recolhida. Como a quantidade
e a natureza dos constituintes activos ndo é constante durante todo o ano, subsistem
variacbes sazonais no conteGdo de praticamente todas as classes de metabolitos
secundarios, como 0leos essenciais, acidos fendlicos, flavondides, cumarinas, saponinas,
alcaloides, taninos, entre outros.

De acordo com Brasil (2000, citado por Toledo et al., 2003) existem varios requisitos de
qualidade que devem ser avaliados, como sejam o teor de substancia activa, actividade
farmacoldgica e toxicoldgica do material vegetal. Outros aspectos importantes a ter em
conta, sdo a carga microbiana, contaminagdo quimica por pesticidas e metais pesados, a

presenca de matérias estranhas, como terra, areia, partes de outros vegetais e insectos.

2. Regras na preparacdo de medicamentos a base de plantas

Como é aludido por Cunha, Roque & Gaspar (2011), a Organizacdo Mundial de Saude
preparou um guia a ter em conta na preparacao de medicamentos a base de plantas, onde
sdo focados diversos pontos fulcrais. Por um lado, a matéria-prima vegetal deve indicar a
origem botanica, incluindo o género e a espécie, assim como a parte da planta utilizada
(folha, flor, casca, raiz, entre outros). As monografias de plantas medicinais inscritas nas
Farmacopeias modernas indicam varios ensaios capazes de garantir a qualidade, como a
determinacéo das caracteristicas organolépticas e fisicas, indicagdo do teor de elementos

estranhos, perda de peso por secagem, exame macroscopico da materia-prima vegetal e
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exame microscopico do seu po, assim como a mencao aos Seus principais constituintes
activos pelo emprego da cromatografia em camada fina.

No caso de preparacdes galénicas de plantas, deve-se descrever o método de fabrico e as
substancias adicionadas durante o mesmo. Por outro lado, importa informar acerca da
identificacdao, dosagem ou, sempre que possivel, o “perfil cromatografico” da planta. O
produto acabado deve conter indicacGes sobre a formula, a quantidade dos excipientes, 0
método de identificacdo do constituinte activo e a quantificacdo do material vegetal. Na
embalagem de venda é necessario, além disso, existir referéncia aos indicadores sobre a
estabilidade fisica e quimica do produto, assim como a validade do mesmo.

Ainda para 0s mesmos autores é necessario partilhar informacdes sobre contra indicacoes e
interaccdes entre os medicamentos convencionais e 0s medicamentos a base de plantas,
como é o caso do Hipericdo (Hypericum perforatum) que pode diminuir a concentragdo
sanguinea dos contraceptivos orais e de outros medicamentos. Para tal, e com o intuito de
provar e garantir a eficacia dos medicamentos a base de plantas, revela-se fundamental um
grande empenho e colaboracdo de todos os responsaveis (botanicos, farmacognosistas,
farmacologistas, toxicologistas, equipas de salde e fabricantes destes medicamentos). Para
estes autores, é também essencial que os fabricantes invistam mais no controlo de
potenciais contaminantes. Uma vez que as plantas estdo expostas a um grande nimero de
contaminantes provenientes do meio ambiente, é de importancia extrema que sejam
efectuadas andlises rigorosas aos metais pesados, compostos organicos toxicos, pesticidas e
residuos de fumigac&o.

A qualidade, a eficacia e a seguranca dos produtos a base de plantas depende, em grande
medida, da qualidade da matéria-prima, quer seja uma simples infusdo ou um medicamento

a base de plantas. Neste contexto, torna-se imperativo que haja um maior investimento nos
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parametros de qualidade, um maior conhecimento da composi¢cdo quimica, determinacao
dos constituintes activos e realizacdo de ensaios quimicos de qualidade (Costa, 2001).

De acordo com Laerte Dall’Agnol (s.d.), para a industria farmacéutica é fundamental a
qualificacdo dos fornecedores de plantas aromaticas e medicinais com conhecimentos de
Boas Praticas Agricolas e Garantia de Qualidade. E de importancia extrema seguir um
processo bem definido de aquisicdo das matérias-primas, considerando os critérios de
qualidade, logistica, pontualidade de entrega e preco. E essencial, para qualquer
organizacdo, a determinacdo de especificacbes técnicas para todos os produtos, a
implementacdo do manual de qualidade e a realizacdo de auditorias ao sistema para
verificacdo dos requisitos de higiene e seguranca alimentar. Desta forma, torna-se possivel
0 estabelecimento de objectivos e planos de accdo (visando a implementacdo de accbes
correctivas, preventivas, e posterior verificacdo da sua eficicia), procedimentos que
sustentam o trabalho desta inddstria, no sentido de estudar mecanismos que minimizem os

riscos de falsificagdes e contaminagdes (Laerte Dall’ Agnol, s.d.).

3. Directrizes sobre medicamentos de uso tradicional

De acordo com Martins (2008), a Fitoterapia € de novo um ramo da Terapéutica com muito
interesse, tendo o desenvolvimento cientifico e técnico permitido demonstrar a eficacia e
seguranca terapéutica de muitas plantas medicinais, assim como a possibilidade de
preparacdo de formas galénicas com teores padronizados de principios activos. Varios
paises europeus, como a Alemanha, Franca e Inglaterra, tém vindo a incluir varias plantas
medicinais nas suas farmacopeias. Dentre esta destaca-se 0 caso da Comissdo E, que tem
elaborado importantes monografias, tendo publicado, nos dltimos dezanove anos, 410
monografias sobre 324 plantas. Estas incluem aspectos tdo variados e fulcrais como “as

descricdes das plantas e respectivos constituintes, propriedades farmacologicas, indicaces
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terapéuticas aceites, contra-indicacbes, efeitos secundarios, interaccbes, doses
recomendadas, requisitos de controlo da qualidade e condi¢cdes recomendadas de
armazenamento” (Martins, 2008, p. 102).

Ainda de acordo com a mesma autora (2008), sem as normas especificas estabelecidas pela
Directiva 2004/24/CE, a maioria dos produtos de uso tradicional ndo conseguiria cumprir
0s requisitos de eficacia e seguranca que devem demonstrar os medicamentos para obterem
uma autorizacdo de introducdo no mercado (AIM). Esta normativa veio complementar a
Directiva 2001/83/CE, através do aditamento de novas definicbes — medicamento
tradicional a base de plantas, medicamento a base de plantas, substancias vegetais e
preparacdes vegetais.

Por sua vez, Griinwald & Janicke (2009) referem que as plantas medicinais sao submetidas
a um processo de autorizacao integral para adquirirem a categoria de medicamentos, tendo
que demonstrar a sua eficacia e rigor cientificamente. A qualidade deste tipo de
medicamentos deve ser provada de acordo com as monografias vigentes na farmacopeia
europeia ou na dos estados-membros. A sua seguranca esta garantida pela longa tradicédo
de aplicacbes bem-sucedidas. Esta directiva refere-se apenas a preparados elaborados com
substancias vegetais, vitaminas e sais minerais. De acordo com 0s critérios desta directiva
todos os medicamentos que forem autorizados na Unido Europeia devem incluir a
indicacdo no prospecto e na embalagem, assinalando que se trata de um medicamento
tradicional.

Os produtos vegetais que ndo sdo medicamentos e cumprem os critérios estabelecidos pela
legislagdo sobre alimentos, também podem ser comercializados. Existem plantas
medicinais como a camomila, o cha, e o poejo, que em alguns paises europeus se regem
tanto pela legislagcdo sobre alimentos como pela de medicamentos. Especiarias, como 0

gengibre e a curcuma sdo outro exemplo da dificil classificagdo das plantas, que podem
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considerar-se tanto medicamento como alimento. Em Portugal, existe uma enorme tradi¢ao
ao nivel do consumo das plantas, as quais estdo sujeitas a um duplo regime legal, podendo
ser comercializadas como género alimenticio ou como medicamento. Por outro lado,
segundo a Associagdo Portuguesa de Alimentacdo Racional e Dietética, cerca de 65% dos
suplementos alimentares contendo plantas sdo comercializados em farmécias e
parafarmacias, constituindo o principal canal de escoamento e consumo de suplementos
alimentares (Grinwald & Janicke, 2009).

E fundamental que estas orientaces ajudem na implementac&o de um sistema de higiene e
seguranca alimentar baseado no Codex Alimentarius - Codigo de Boas Préticas e Principios
Gerais de Higiene - para garantir a qualidade das plantas aromaticas e medicinais,
utilizadas como fonte de medicamentos. Este € um sistema preventivo que procura a
producdo de produtos indcuos. Sustenta-se em principios técnicos e cientificos, aplicados a
producdo, transformacao, rotulagem e distribuicdo alimentar, oferecendo uma abordagem
do controlo de perigos que impede a contaminacdo por agentes fisicos, quimicos, ou

bioldgicos, durante a producao, embalamento, armazenamento ou transporte (WHO, 2003).
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Capitulo IV — Plantas Aromaticas

1. Definicdo

Segundo Cunha, Ribeiro e Roque (2009), as plantas aromaticas caracterizam-se por
possuirem, em estruturas especializadas, Oleos essenciais utilizados nas industrias
farmacéutica e alimentar. Outrora, deu-se preferéncia as plantas aromaticas espontaneas,
por serem aquelas que o homem tinha mais facilmente a sua disposi¢do. No entanto, esta
pratica estd praticamente abandonada nos dias de hoje, passando a existir um interesse
maior pelo cultivo de diversas espécies. As plantas aromaticas tém sido sujeitas a diversos
estudos, a fim de determinar a natureza e a quantidade dos seus constituintes, o que levou a
verificacdo da existéncia de variedades quimicas.

“Estas correspondem a populagdes morfologicamente idénticas, mas quimicamente
diferentes dentro de uma dada espécie vegetal, o que indica a presenca de fenotipos
semelhantes, mas de diferentes genotipos. Assim, a seleccdo de uma determinada
variedade originara, quando cultivada, material vegetal de composicdo mais uniforme, o
que é muito importante para a obtencdo dos respectivos Gleos essenciais, a obtencdo de
medicamentos a base de plantas aromaticas e ao isolamento de moléculas activas ou de
compostos a serem utilizados na semi-sintese de medicamentos” (Cunha, Ribeiro e Roque,
2009, p.34).

A nossa flora abrange imensas espécies aromaticas. Em particular, a familia Lamiaceae
engloba diversas espécies com elevada importancia na producéo de 6leos essenciais. Todas
as espécies de Lavandula sdo aromaticas, produzindo os seus Oleos essenciais em
estruturas secretoras especializadas, denominadas tricomas glandulares. Os seus 0leos
essenciais tém um papel de extrema importancia na adaptacdo das plantas ao meio

ambiente, auxiliando no processo de polinizagdo e de proteccdo da planta contra
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herbivoros e agentes patogénicos (Harborne, 1993, citado por, Zuzarte, 2007). Para além
disso, sdo deveras importantes em varias industrias, por representarem uma importante
fonte de bioactivos. De acordo com Zuzarte (2007) industrialmente as espéecies mais
utilizadas sdo Lavandula angustifolia Mill., L. latifolia Medik., L. stoechas e L. x
intermedia Emeric ex Loisel, sendo muito proveitosas na nossa flora, por serem
aromaticas, medicinais e por terem muito interesse econdmico. Para além disso, séo
objecto de estudos que podem contribuir para uma valorizacdo e comprovacdo cientifica
das suas potencialidades. Neste sentido, revela-se cada vez mais importante, nesta area, a
conservacdo da biodiversidade e variabilidade genética das plantas aromaticas,
condimentares e medicinais.

O crescente emprego dos produtos naturais como matéria-prima indispensavel a uma
industria cada vez mais diversificada, e a procura de novos compostos levou ao estudo
pluridisciplinar de numerosas plantas aromaticas, incluindo estas espécies, para que todos
o0s seus efeitos sejam claramente comprovados, apoiados em bases cientificas e livres de

toda a frauduléncia e supersticdo popular (Zuzarte, 2007).

2. Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais sdo principios activos vegetais liquidos, que libertam um aroma
caracteristico da planta. Trata-se de combinacdes de substancias (e.g. terpenos e fenil-
propanos) que se encontram, por exemplo, na erva-doce, no funcho, na salva, na horteld,
nas agulhas de pinheiro, no eucalipto, e em muitas outras plantas (Grinwald & Jénickcke,
2009). A indastria raramente utiliza uma planta inteira, mas sim a parte da planta que é
mais rica pelos seus constituintes (Cunha, Ribeiro e Roque, 2009).

Na maioria dos casos, as partes aéreas floridas da planta sdo as mais ricas em 06leos

essenciais, podendo, no entanto, extrair-se de diversos orgdos da planta, véarias esséncias.
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No entanto, os Oleos essenciais também podem ser encontrados noutros 0rgaos vegetais,
designadamente raizes, rizomas, caules, cascas, folhas, frutos e sementes sendo produzidos
em estruturas secretoras resultando da hidrélise de heterdsidos (Bruneton, 1991, citado por
Zuzarte, 2007).

Segundo Cunha, Ribeiro & Roque (2009), a destilacdo e a expressdo Sdo 0s processos de
obtencdo industrial de 6leos essenciais. De acordo com as normas da (1SO) International
Standard Organization on Essencial Oils, ISO 9235 (1997) da ISO/TC 54 e da Norma
Portuguesa NP90 (1987) do IPQ-CT 5, a designacdo de 6leo essencial esta reservada para
0s produtos que se obtém exclusivamente por destilacdo de matéria vegetal, com ou sem
vapor de agua, ou por processos mecanicos a partir do epicarpo de frutos de espécies do
Género Citrus. A tecnologia mais habitual da destilacdo é a hidrodestilacdo. Para este
método pode utilizar-se o aparelho Clevenger. A extraccdo dos compostos volateis é
realizada por arrastamento pelo vapor de &gua, seguida de passagem do vapor por
condensador apropriado, originando a sua transformacdo em liquido, que em recipiente
“tipo florentino”, por ac¢do da gravidade, separa a fase aquosa do Oleo essencial. O
destilado € assim constituido por 6leo essencial e por agua aromatizada (hidrolato da
planta). Na inddstria comeca a ser usado um outro método, o da hidrodifusdo, que é
baseado na utilizacdo de vapor a baixa pressdo (0,05-0,1 bar). Este, ao ser injectado pelo
topo da caldeira e acelerado apenas pela ac¢do da gravidade, promove a ruptura das
membranas celulares da planta, por diferenca de pressdo osmotica e a difusdo dos
constituintes dos 6leos essenciais (Cunha, Ribeiro & Roque, 2009).

Segundo 0s mesmos autores as Farmacopeias, nas respectivas monografias de 0leos
essenciais, definem o dleo indicando a espéecie de onde é obtido, as suas caracteristicas
(aspecto), a identificacdo do Gleo essencial por cromatografia de camada delgada e pelos

valores da densidade, do indice de refrac¢do, do angulo de rotacdo dptica, de 6leos gordos
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e oleos resinificados e do indice de acido. Indica, ainda, o perfil cromatogréafico obtido por
cromatografia em fase gasosa e como deve ser conservado.

Para extractos aromaticos que se alterem facilmente (ex: alteraveis pelo calor) usa-se outro
método de extraccdo com dioxido de carbono liquido (CO2 supercritico), que resulta na
obtencdo de extractos semelhantes a composicédo da planta. Este processo foi utilizado para
descafeinar o cafe, preparar extractos de IUpulo para a industria cervejeira ou para retirar a
nicotina do tabaco, inicialmente. Nos dias de hoje, obtém-se extractos de gengibre, paprica

e alecrim atraves deste processo (Cunha, Ribeiro & Roque., 2009).

2.1. Actividade Bioldgica de Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais, pelas suas propriedades antifungicas, constituem uma matéria de
estudo notavel na busca de terapias alternativas para combater o aumento da taxa de
incidéncia e gravidade das infec¢cdes fungicas, nomeadamente em doentes com o sistema
imunitario enfraquecido, como pacientes debilitados, transplantados ou imunodeprimidos
(Zuzarte, 2007).

De acordo com Lima et al., (2006), os 6leos essenciais constituem os elementos volateis
contidos em muitos érgdos vegetais, e estdo relacionados com diversas funcGes necessarias
para a sobrevivéncia vegetal, exercendo um papel fundamental na defesa contra
microrganismos. Foi estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos dleos essenciais
possuem propriedade antiflngicas e 35% exibem propriedades antibacterianas.

A actividade bioldgica dos 6leos essenciais tem-se mostrado dependente da composicdo
quimica, tendo sido mais reportados os seus constituintes timol e carvacrol, para além de
citral, cineol, eugenol, eucaliptol, e outros responsaveis pelas propriedades anti-septicas,
antibacterianas, antifngicas e anti parasiticas (Craveiro et al., 1981; Souza et al., 2005,

citado por Lima et al. 2006).
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Cunha et. al. (2008) salientam que o uso de técnicas de controlo de qualidade dos 0Oleos
essenciais é muito relevante, pois estas também sdo muito usadas em produtos cosméticos
e dermatoldgicos. Algumas matérias-primas obtidas das plantas aromaticas séo utilizadas
na cosmetica, tais como concretos, absolutos e pomadas florais, para que o cosmético tenha
uma aceitacdo agradavel, mascarando por vezes odores desagradaveis de alguns dos
constituintes da preparacdo, e permitindo que o cosmético tenha uma determinada accao
farmacologica. Nos produtos dermatoldgicos, determinados Oleos essenciais sao usados
pela sua actividade sobre o tecido cutaneo, como accdo anti-séptica, anti-inflamatoria e

antipruriginosa.
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Capitulo V — Controlo de Qualidade

1. Alguns testes e técnicas

Existem alguns testes basicos que se revelam fundamentais no controlo de qualidade. Estes
representam um dos muitos elementos que podem ajudar a confirmar a identidade de uma
amostra. (WHO, 1998). Os objectivos destes testes sdo:

e Verificar a identidade da amostra, utilizando uma gama limitada de reagentes
facilmente disponiveis, quando a rotulagem e os atributos fisicos ddo origem a
duvida;

e Proporcionar um meio possivel de confirmac&o de identidade de uma amostra;

e Indicar se ocorreu degradacdo em algumas substancias que podem ter-se
desenvolvido em condicdes adversas.

Por sua vez, a Farmacopeia Portuguesa VIII (2005) descreve a utilizacdo de técnicas
cromatogréficas para a identificagdo dos constituintes marcadores de qualidade e
autenticidade dos 6leos essenciais, para a detecgdo de adulteracfes por adicdo de Gleos
estranhos, entre outros. Esta metodologia é simples e pode ser usada facilmente em
pequenos laboratorios.

Cunha (2010) refere que a cromatografia de camada fina é um método de simples
execucao e de baixo custo operacional. Esta “é uma técnica de separacdo na qual uma fase
estaciondria, constituida por um material apropriado, é espalhada numa camada fina e
uniforme sobre um suporte (placa) de vidro, de metal ou de plastico. As solu¢des em
analise sdo aplicadas sobre a placa antes do desenvolvimento. A separacdo assenta em
mecanismos de absorcdo, de partilha ou de troca de ibes ou na combinacdo destes

mecanismos e efectua-se por migracdo (desenvolvimento) de solugdes (solucBes em
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analise) atraves da camada fina (fase estacionaria) num solvente ou mistura de solventes
apropriada (fase mével) ” (Farmacopeia Portuguesa V111, 2005, p.41).

Por sua vez, a cromatografia de fase gasosa é uma das técnicas cromatograficas mais
utilizadas na analise de dleos essenciais, com alta resolucéo, sensibilidade e adequacéo a
analises quantitativas (Cunha, 2010). A Farmacopeia Portuguesa VIII (2005, p.42) realca
que “esta € uma técnica de separacdo cromatografica baseada na distribuicdo diferencial da
mistura entre duas fases ndo misciveis, uma fase estacionaria contida numa coluna e um
gas vector, como fase movel, que atravessa a fase estacionaria. Esta metodologia requer

equipamento mais sofisticado que nem sempre € possivel ter num pequeno laboratorio.

2. Técnicas de Controlo de Qualidade

Segundo Parthik, Patel & Patel (2011), os recentes avangos que ocorreram nos processos
de isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural de substancias naturais tornaram
possivel estabelecer estratégias adequadas para a analise da qualidade e do processo de
padronizacdo de preparacdes a base de plantas, a fim de manter, tanto quanto possivel, a
homogeneidade do extracto da planta. Entre outros, e conforme ja mencionado, a
cromatografia em camada fina, cromatografia gasosa, cromatografia liquida,
espectrometria de massas, espectrometria de infravermelho, ultravioleta / visivel, usados
sozinhos ou em combinagdo, podem ser empregues com sucesso na padronizacdo e
controle da qualidade, tanto da matéria-prima como dos medicamentos a base de plantas.
Gaedcke, Steinhoff & Blasius (2003) referem que, devido a heterogeneidade natural, a
qualidade da matéria-prima vegetal obtida em colheitas selvagens mostra grandes
flutuacGes. Assim, o cultivo das plantas medicinais mais importantes tem sido
consideravelmente promovido nos ultimos anos, parecendo ser a Unica forma de ir ao

encontro da crescente exigéncia da qualidade consistente dos produtos vegetais, tendo em
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conta condi¢Ges ambientais controladas. Segundo estes autores, um pré-requisito muito
importante para a padronizacdo bem-sucedida é a disponibilidade de procedimentos
analiticos selectivos e reprodutiveis para a dosagem de constituintes relevantes.

Conforme aludido por Gaedcke, Steinhoff & Blasius (2003), ndo ha davidas de que a
qualidade das plantas medicinais tem aumentado consideravelmente com o aumento do
cultivo. No entanto, mesmo plantas obtidas pelo cultivo, mostram grandes variacdes nos
espectros de constituintes, ndo apenas de lote para lote, mas, acima de tudo, por ano de
colheita. Por isso, apesar do cultivo controlado, € sempre aceite uma certa variabilidade
natural. Devendo-se ter em conta que os esforcos de padronizacdo devem ser sempre 0
foco dos parédmetros de qualidade, relevantes para o extracto resultante e o sucesso do
produto medicinal final.

As especificacbes para as plantas incluem os convencionais itens farmacopeicos -
identidade, pureza, conteldo - avaliacdo de impurezas, testes a pesticidas, aflatoxinas,

metais pesados, contaminagdes microbioldgicas e radioactividade.

2.1. Testes de Identificacéo
Segundo Gaedck, Steinhoff & Blasius (2003) o teste mais importante é o teste de
identificacdo. Além do exame macroscopico e, se necessario, também microscépico, a
identidade é principalmente estabelecida por TLC (Thin Layer Chromatography),
cromatografia gasosa ou HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Desta forma,
através do teste de identificacdo completo, assegura-se que estdo presentes, ndo s6 0s
constituintes com actividade terapéutica conhecida e substancias marcadoras, como
tambem os constituintes concomitantes. Adicionalmente, adulterantes e misturas de outras

plantas também seriam detectados e excluidos.
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2.2. Ensaios de Controlo de Qualidade
No que diz respeito aos ensaios de controlo de qualidade, existem trés tipos diferentes
aplicados a diferentes produtos vegetais:

e Produtos Vegetais com (grupos de) constituintes com actividade terapéutica

conhecida

De acordo com Gaedcke, Steinhoff & Blasius (2003) o controlo de qualidade quantitativo
das plantas pode ser conseguido através da andlise dos constituintes com actividade
terapéutica conhecida. Os valores minimos que tém que ser atingidos e os métodos a serem
aplicados estdo estabelecidos nas especificagcdes para o extracto, ou podem ser derivados
da quantidade de extracto. Se a planta esta coberta pela Comissdao E, pela ESCOP
(European Scientific Cooperative on Phytotherapy) ou Monografias da OMS, o método
aplicado para a determinacdo da dose diaria estipulada pela monografia também deve ser
tida em conta. Se o conteudo requerido na planta ndo é atingido, o respectivo lote pode
ainda ser misturado com outro lote com um contetdo mais elevado para que o contetdo
necessario possa ser assegurado no extracto resultante.

e Produtos Vegetais com (grupos de) constituintes activos conhecidos
Constituintes que ndo sdo aceites como terapeuticamente activos mas que contribuem para
a eficécia das plantas podendo ser analisados da mesma forma que os constituintes com
actividade terapéutica conhecida.

e Produtos Vegetais em que ndo sdo conhecidos (grupos de) constituintes com

actividade terapéutica reconhecida.
Conforme aludido por Gaedcke, Steinhoff & Blasius (2003) o controlo de qualidade é
muito mais complexo em plantas ou preparacdes de plantas em que os efeitos terapéuticos
sdo conhecidos mas ndo ha conhecimento cientifico sobre os constituintes activos, o que

significa que estes constituintes ndo podem ser detectados analiticamente.
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Exemplos deste tipo de plantas sdo: Orthosiphonis folium, Echinaceae angustifoliae radix
e Valerianae radix. A sua qualidade s6 pode ser assegurada com o auxilio de substancias
marcadoras/indicadoras, isto é, constituintes que devem ser caracteristicos para a planta e
faceis de detectar analiticamente. Além disso, eles tém que ser extraiveis pelo solvente de
extraccdo a ser usado. Marcadores comuns sdo, por exemplo, a sinensetina em
Orthosiphonis folium; echinacoside em Echinaceae angustifoleae/pallidae radix e acidos

valerénicos em Valerianae officinalis radix.

2.2.1. Testes de Pureza

De acordo com Gaedcke, Steinhoff & Blasius (2003), é fundamental, para além de testar a
matéria estranha (da propria ou outras plantas) e outras impurezas (areia, materiais de
embalamento), realizar testes para impurezas especiais, que se revestem de grande
importancia. Actualmente, e de acordo com a bibliografia encontrada, estes incluem: testes
de contaminacdo microbiol6gica; pesticidas; metais pesados (chumbo, cadmio, mercurio);
aflatoxinas (M1, M2, G1 e G2); e, se necessario, micotoxinas e radioactividade.

Segundo estes autores, se 0s resultados dos testes para impurezas especiais ndo forem
avaliados individualmente mas na totalidade, muitos lotes de matéria-prima vegetal tém
que ser rejeitados, apenas devido as impurezas especiais intoleraveis, mesmo antes de
parametros de qualidade mais importantes (como a identidade, pureza e contetdo) serem

testados.

2.2.2. Métodos de Referéncia
De acordo com Silva (comunicacdo pessoal, Junho de 2005) a autenticidade de uma droga
vegetal é determinada por referéncia a monografias constantes em Farmacopeias (e.g.

Farmacopeia Portuguesa, Farmacopeia Europeia) ou em outras publicacdes oficiais
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reconhecidas. Os métodos de farmacognosia incluem os métodos gerais de analise comuns
a todos os farmacos e métodos especificos para analise de drogas vegetais, incluindo entre

outros a descricdo das caracteristicas organolépticas e botanicas.

3. O uso da genética na identificacdo de espécies e substancias vegetais

Tendo em conta a larga variedade taxondmica das plantas e a grande correlacdo entre
diferentes espécies de plantas (Chen et al., 2010), os métodos quimicos e organolépticos
tradicionais poderdo ser frequentemente dificeis de aplicar, especialmente em produtos ja
processados, derivados de partes de plantas ou sob a forma de p6 (Li et al., 2011). Desta
forma, a tecnologia molecular pode proporcionar um acréscimo de confianca na
identificacdo das espeécies (Li et al.,2011). Nesta perspectiva, em 2003, o termo “Codigo de
Barras de ADN” (DNA Barcode) foi referido pela primeira vez por Paul Herbert, ganhando
a atencdo da comunidade cientifica a nivel mundial (Chen et al., 2010).

De acordo com Li et al. (2011), os Cddigos de Barras de ADN sdo curtas sequéncias de
uma seccdo standard do ADN, usadas para identificar a espécie de uma determinada
amostra bioldgica. Este procedimento consiste na extraccdo total do ADN e na
amplificacdo e sequenciacdo das regides correspondentes aos cddigos de barras.

Para explicar esta tecnologia, temos de recuar até 1983, quando Kary Mullis descobriu
uma forma de usar a maquinaria celular de replicacdo do ADN para produzir rapidamente
milhdes de cOpias de uma sequéncia especifica. Deu assim origem a amplificacdo por PCR
(Polymerase Chain Reaction), permitindo a producdo em massa de uma pequena
quantidade de material genético (Lewis, 2001).

De acordo com Lewis (2001), todas as fases de amplificacdo por PCR sé@o controladas

usando um aparelho automatico que controla todas as mudancas de temperatura e 0s
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periodos de tempo de cada fase, gerando um aumento exponencial de sequéncias de ADN
até ao ponto de saturacdo dos reagentes ou do tempo de vida da enzima.
Esta técnica tornou-se indispensavel para todas as situacfes em que é necessario proceder a
uma identificacdo em que uma pequena quantidade de material genético forneca
informac&o quando produzida em massa (Lewis, 2001). E o caso dos Codigos de Barras de
ADN, os quais, tém sido aplicados no reconhecimento de animais, plantas e fungos (Chen
etal., 2010).
Tendo em conta o crescimento do mercado de plantas medicinais e aromaticas, 0s produtos
sdo frequentemente sujeitos a adulteracdo, a qual pode ser acidental — pela substituicdo da
matéria-prima por espécies proximas correlacionadas — ou intencional — usando matérias
ndo relacionadas. A adulteracdo acontece principalmente como consequéncia da auséncia
de caracteres morfologicos distinguiveis entre espécies diferentes, da existéncia de plantas
com nomes comuns semelhantes ou da substituicdo de matérias economicamente valiosas
por outras mais baratas (Li et al., 2011). Para controlar este problema, a comunidade
cientifica tem-se esforcado para encontrar regides de ADN adequadas para marcar cada
espécie, estandardizando o uso internacional de cddigos de barras de ADN. Até Fevereiro
de 2011, foram registados mais de 1 100 000 relativos a 95 000 espécies no The Barcode of
Life Data Systems e, ao longo dos ultimos 10 anos, mais de 180 000 sequéncias de plantas
foram gravadas no Genbank (Li et al., 2011).
De acordo com Li et al. (2011), um cédigo de barras de ADN apropriado deve apresentar:
e Elevada universalidade, podendo ser sequenciado rotineiramente por varias
especies de plantas;
e Elevada qualidade das sequéncias, propiciando a producdo de sequéncias com 0
minimo de pares-base ambiguos;

e Elevada discriminacdo, possibilitando a distingdo da maioria das espécies.
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O estudo destes autores (Li et al., 2011) apresentou conclusGes Uteis para o0
desenvolvimento e expansao desta tecnologia, relativamente ao uso de diversos codigos de
barras de ADN, expondo pros e contras da aplicacdo de cada uma das regides estudadas na
identificacdo de espécies de plantas.

Por sua vez, Chen et al. (2010) fizeram um estudo em que procuravam validar a regido
ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) como um novo codigo de barras de ADN para a
identificacdo de espécies de plantas medicinais. Foram estudadas 8 557 plantas,
pertencentes a 5 905 espécies, para testar sete regides de ADN, concluindo que o ITS2
seria um poderoso codigo de barras de ADN na autenticacdo de amostras vegetais,
apresentando altas taxas de sucesso em cada fase do estudo.

Li et al. (2011) salienta que este método de identificacdo das plantas medicinais tem sido
desenvolvido ha mais de uma década, com vantagens reconhecidas, face a outros métodos
bioquimicos. A Farmacopeia Chinesa e a sua nota suplementar online, apresentam o uso de
codigos de barras de ADN como um método standard para a identificacdo de algumas

medicinas tradicionais chinesas.
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Capitulo VI - Investigacao Laboratorial

Dado o caracter deste estudo, bem como a diversidade de materiais e metodos utilizados,
revelou-se dificil a organizacdo de toda a informacdo necessaria de uma forma una e
integrada. Neste sentido, optou-se por dividir a mesma, tendo-se apresentado os dados e

discutido os resultados de acordo com cada técnica.

1. Material vegetal estudado e sua importancia
O material seleccionado para estudo existe em abundancia no Parque Natural das Serras de
Aire e Candeeiros. Sdo plantas conhecidas e comercializadas tradicionalmente em
Portugal, com elevado valor econémico e cientifico.
O objectivo principal deste trabalho experimental consiste na identificacdo de alguns
componentes, responsaveis pela actividade farmacoldgica destas plantas, através de uma
metodologia simples e passivel de ser usada num pequeno laboratorio. As plantas
analisadas sdo:

a) Crataegus monogyna L. (Pilriteiro ou Espinheiro alvar);

b) Thymus zygis L. (Tomilho ou Sal-da-terra);

¢) Lavandula luisieri L. (Rosmaninho);

d) Hypericum perforatum L. (Hipericdo Kneip ou Erva de Sdo Jodo);

e) Hypericum androsaemum L. (Hipericdo-do-Gerés).

a) Crataegus monogyna L. (Pilriteiro ou Espinheiro alvar)
O Crataegus monogyna L. € um arbusto da familia das Rosaceas, que oscila entre 1,5 e 4
m de altura e apresenta ramos muito espinhosos e madeira muito rija. As folhas tém as

bordas serradas e as flores sdo brancas (Griinwald & Janicke, 2009). A floracdo acontece
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em Maio e Junho e cresce em zonas de mato bem iluminadas no Continente, Centro e Sul
da Europa e do Canada.

Inicialmente, as partes utilizadas pela medicina tradicional foram as Bagas (pseudofrutos
secos - pilritos), sob a forma de tintura, na terapéutica cardiaca pelo médico irlandés Dr.
Green (Mills e col., 2000, citado por Cunha & Roque, 2008). Mais tarde, devido ao
aumento da incidéncia das doencas cardiacas, e apoiado por ensaios farmacoldgicos e
clinicos, passou a utilizar-se a folha com flor (Cunha & Roque, 2008). Das folhas e flores
brancas sdo obtidos, principalmente, extractos hidroalcodlicos (relacdo planta/extracto 5 a
7:1) e tinturas, com reconhecida eficacia terapéutica (Cunha et al., 2007). Segundo Proenca
da Cunha (2010) os seus constituintes bioactivos incluem procianidinas oligoméricas
(catequinas e epicatequinas), flavonois como o hiperosido (quercitina-3-O-galactdsido) e
nas flores vitexina e a 2”-O-ramnosilvitexina.

Em alguns estudos foi verificado o seu efeito vasodilatador, evidenciando que 0s
flavonoides blogueavam a vasoconstricdo por inibirem a enzima de conversao de
angiotensina. Para além disso, os flavonoides causam dilatacdo dos vasos periféricos e
coronarios. A dilatacdo dos vasos reduz as resisténcias vasculares periféricas e aumenta o
fluxo sanguineo coronario. Estas ac¢des sdo importantes para o seu uso na insuficiéncia
cardiaca, na angina e na hipertensdo (Cunha, 2010).

De acordo com o mesmo autor, na medicina tradicional, o pirliteiro é usado como
cardioténico e como sedativo. Também ¢é utilizado para prevenir a destrui¢do do colagénio,
diminuir a inflamac&o e a fragilidade dos capilares. Por vezes, é ainda referido como tendo
propriedades antioxidantes e de diminuicdo do colesterol. No entanto, as indicacfes
suportadas pelos ensaios clinicos sdo a insuficiéncia cardiaca e a hipertensdo. Apresenta

outros efeitos a nivel do sistema cardiovascular como o aumento do fluxo sanguineo
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coronario, efeito ionotropico e cronotropico positivos, aumenta a tolerancia miocardia a
deficiéncia de oxigénio. Também demonstra actividade hipocolesterolémica antioxidante.

Para Cunha (2010), como efeitos secundarios verifica-se que pode induzir dores de cabeca,
sudacdo, sonoléncia, vertigens, palpitacdes, agitacdo e sintomas gastrointestinais. Por outro
lado, interfere com outros medicamentos vasodilatadores, podendo potenciar ou inibir as

accOes de outros farmacos usados no colapso cardiaco, hipertensdo, angina ou arritmias.

b) Thymus zygis L. (Tomilho ou Sal-da-terra)

O Thymus zygis L. é um subarbusto da Familia das Labiadas, espontaneo, muito
caracteristico do Centro de Portugal Continental (Cunha, Silva & Roque, 2006).

Segundo a Farmacopeia Portuguesa VIII (2005), a folha do Thymus zygis apresenta um
comprimento de 1,7 a 6,5 mm e uma largura de 0,4 a 1,2 mm. E aciculada a linear-
lanceolada e os bordos sdo muito enrolados na face abaxial. Ambas as faces do limbo séo
de verde a verde acinzentado, com uma nervura média, corada por vezes de violeta; 0s
bordos, em peculiar ao nivel da parte basal, ttm longos pélos brancos. As flores secas séo
muito semelhantes as do Thymus vulgaris que em Portugal sé existe de cultura (Cunha,
Silva & Roque, 2006). De acordo com 0s mesmos autores, a Farmacopeia Portuguesa VI
(2005) admite o emprego destas duas espécies, e até mesmo a mistura de ambas. No
entanto, as folhas e flores, previamente secas, devem conter no minimo 12ml/kg do 6leo
essencial, dos quais 40% sdo de timol e carvacrol (cada um C10H140) no farmaco seco
(Cunha & Roque, 2008).

A Farmacopeia Portuguesa VIII (2005) identifica o farmaco por exame macroscopico e
microscopico do pé e através do perfil obtido por cromatografia em camada fina. E
importante fazer sempre um controlo da planta em relacdo a composicdo do seu 6leo

essencial, pois algumas espécies ndo satisfazem o teor em fenois por apresentarem diversos
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quimiotipos. Para além disso, existem em Portugal ainda as subespécies sylvestris e zygis,
pelo que este controlo se revela essencial para as distinguir.

De acordo com Grunwald & Janicke, (2009) a ESCOP (European Scientific Cooperative
on Phytotherapy) recomenda a utilizacdo do tomilho em caso de inflamacdo das vias
respiratorias, bronquite e tosse convulsa, favorecendo a expectoracdo (devido aos
terpenos). Aconselha o uso desta planta também como terapia para a gastrite e contra a
halitose, devendo-se o seu efeito antiespasmodico aos flavonoides. Ja o timol, contido no
oleo essencial, tem um forte efeito antimicrobiano contra diferentes bactérias e fungos.
Além de favorecer a circulacdo possui, ainda, boas propriedades antioxidantes.

Tal como Cunha, Ribeiro & Roque (2009) referem, o 6leo essencial deve ser aplicado
externamente em formulacdes, para tratar infeccdes cutaneas, afec¢des da orofaringe, dores
reumaticas e sinusites. E, também, usado na aromatizag&o de alimentos pré-preparados e
pode ser empregue na composicdo de alguns perfumes e detergentes. No entanto, 0s
mesmos autores referem que o éleo essencial pode provocar reacgdes alérgicas, sobretudo
em criangas, salientando, ainda, que doses elevadas num uso interno podem provocar

convulsoes.

¢) Lavandula luisieri L. (Rosmaninho)
A lavandula luisieri L. é um subarbusto perenifélio da familia das Lamiéceas (Labiadas),
apresenta entre 20 a 60 cm de altura, tomentoso, muito aromatico, com folhas de 0,8 a 3,8
cm, lineares, com espigas alongadas, menos vezes ovoéides, sésseis ou mais ou menos
pedunculatas. Enquanto as bracteas férteis sdo cordado-reniformes, mais altas que largas,
com nervuras proeminentes e bem reticuladas, as bracteas estéreis sdo apicais, geralmente
purpureas ou lilacineas, e os calices tomentosos. Encontra-se em grandes extensfes de

mato, em locais secos, Xistosos ou calcarios no Centro e Sul de Portugal. Esta espécie tem
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sido confundida com a espécie afim Lavandula stoechas da Regido Mediterranica (da
Catalunha para o Leste), podendo-se distinguir pelas folhas menores, peddnculos, espigas
menores, mais ovoides e calices crespo-vilosos (Amaral Franco, 1983).

O periodo de colheita decorre entre Maio e Junho, quando esta em floracdo. Segundo
Cunha, Silva & Roque (2006) as partes aéreas floridas sdo referidas em casos de ansiedade,
nauseas, meteorismo e em infeccdes. Extractos etandlicos tém apresentado actividade
antimicrobiana in vitro, atribuida ao oOleo essencial rico em borneol. De acordo com
Baldovini et al. (2005, citado por Zuzarte, 2007) esta espécie também apresenta elevados
teores de 1,8-cineol, fenchona e canfora. De acordo com Cunha, Ribeiro & Roque (2009)
em Franca e no Norte de Africa 0 Rosmaninho ja é utilizado em fitoterapia e destilagdo
pela sua ac¢do anticatarral e mucolitica. Contudo, em Portugal tem tido pouco interesse em
fitoterapia e em perfumaria, devido ao 6leo essencial se caracterizar por baixo teor em
ésteres e elevada quantidade de borneol e de cetonas. Por vezes, é usado em culinaria para
aromatizar carnes e para curtimento de azeitonas de conserva. Nas festas dos santos
populares é usado nas fogueiras como defumador. Para além disso, é também uma planta

ornamental e aromatizante.

d) Hypericum perforatum L. (Hipericdo Kneip ou Erva de S&o Jo&o)
O Hypericum perforatum L. € uma planta perene, da familia das Gutiferaceas
(Hipericéceas), apresenta 0,30 a 0,80 m de altura, erecta, glabra, rizoma-rosa. As hastes sao
lenhosas, as folhas sdo sésseis, opostas, inteiras, oblongo-elipticas, com numerosas
pontuacdes glandulares translicidas. Da base da inser¢éo de cada folha saem dois filetes
muito delgados, geralmente purpureos. Circundam a haste, flores amarelas hermafroditas,

dispostas em cimas dicotémicas. O fruto é uma capsula ovoide (Cunha et al, 2011).
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O Hypericum perforatum L., também conhecido como hipericdo kneip, erva-de-sao-jodo,
hipérico, milfurada e pericdo, estd presente nos campos, sebes, prados e margens dos
caminhos no Continente e Madeira, € também conhecida em toda a Europa. Segundo Costa
(2002), é uma Hipericacea herbacea vivaz que se encontra disseminada pelo Norte de
Africa, Asia e Europa, excepto Islandia. Cresce “em terrenos incultos, bosques pouco
densos, prados secos, geralmente solo calcario.” (Cunha & Roque, 2008, p.359). E uma
planta aromatica de sabor amargo, cujo cheiro intenso aumenta com a sua trituracdo. Sao
utilizadas as suas sumidades floridas apds secagem (inteiras ou fragmentadas), colhidas
durante a floracdo (Cunha et al., 2007).

Os seus principais constituintes sdo naftodiantronas, como a hipericina e a pseudo-
hipericina, em quantidades que variam entre 0,05% e 0,3%; derivados da floroglucina,
como a hiperforina (2,0% a 4,5%); derivados de flavonoides, como o hiperdésido; derivados
de xantonas; procianidinas, como varios polimeros de catequina e epicatequina; e 6leo
essencial (0,06 a 0,35%), constituido por monoterpenos e sesquiterpenos. Contém ainda
glucose, frutose e pectina, carotenos e vitamina C (Cunha et al., 2007).

O Hipericdo é usado tradicionalmente como anti-inflamatério e antimicrobiano, no
tratamento de feridas abertas e queimaduras de primeiro grau, sendo que, apenas mais
recentemente, conforme referido por Blumenthal e col. (1998, como citado por Cunha, et
al., 2007) a “Comissdao E Alema” indicou o seu uso para “transtornos psicoactivos, mau
humor de caracter depressivo, ansiedade e/ou agitagdo nervosa.” (Cunha, 2007, p. 105).

De acordo com Cunha et al. (2007), quando doentes depressivos (depressdo leve a
moderada) toleram mal os medicamentos antidepressivos classicos, o uso de Hypericum
perforatum ¢ bastante adequado, sendo mesmo considerado um “medicamento de primeira
linha”. E também conveniente no tratamento de sintomas psiquicos em mulheres que se

encontrem na menopausa. De acordo com um estudo de Frazer e col. (2005, como citado
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em Cunha & Roque, 2008), verificou-se que o hipericdo reduzia significativamente os
sintomas depressivos no tratamento em idosos. Actualmente ja € comercializado em
Portugal (a par de varios suplementos alimentares) um medicamento — Alacre — que

contém um extracto obtido a partir do hipericdo (INFARMED, 2008).

e) Hypericum androsaemum L. (Hipericdo-do-Gerés)

O Hypericum androsaemum L., também da familia das Hipericaceas, conhecida como
hipericdo-do-gerés, erva-mijadeira e androsemo, entre outros nomes vulgares, desenvolve-
se em locais himidos e sombrios, em especial na margem de cursos de agua, em Portugal,
no Minho, Beiras e Estremadura. Encontra-se também distribuida por varias regifes da
Europa Ocidental e Meridional, e regides do Proximo Oriente até ao Irdo (Cunha, Ribeiro
& Roque, 2009).

O Hypericum androsaemum L. é uma planta perene, semelhante a um arbusto, que pode
atingir 1,2 metros altura e ndo tem qualquer revestimento por pélos. Possui caules jovens
com duas linhas longitudinais. As suas folhas sdo largamente ovadas a ovado-oblongas,
sésseis (sem peciolo), por vezes amplexicaules, sem cheiro a cumarina. As sépalas sdo
oblongo-ovadas e as pétalas amarelas, obovadas. Os estiletes sdo recurvados e caducos. O
fruto é uma capsula globosa, sempre carnuda, vermelha tornando-se negra ao amadurecer.
A sua floracdo ocorre entre Junho e Setembro (Antunes & Sevinate, s.d.).

O farmaco é constituido pelos ramos floridos secos, colhidos imediatamente antes ou
durante o periodo da floragdo (Costa 1994; Farinha et al., 1998 citado por Valentdo, 2002).
Na sua constituigdo, possui “cera, clorofila, resina com dacido pirogalhico e
pirocatecolamina, acido galhico, tanino, flobafenos, glucose e menometilamina” (Costa,
2002), nédo tendo sido detectada a hipericina que esta presente no Hypericum perforatum

(Cunha, Silva & Roque, 2006).
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De acordo com Cunha, Silva & Roque (2006), tradicionalmente a infusdo desta planta é
usada como diuretico, sendo também indicada para doencas hepaticas e colicas renais, ndo

se conhecendo contra-indicagdes ou efeitos secundarios e toxicidade.

2. Investigacdo Laboratorial

2.1. Principais Constituintes de Crataegus monogyna L.

2.1.1. Material e Métodos

O material vegetal, Crataegus monogyna L. foi colhido no campo, na primeira semana de
Maio de 2011, na localidade de Vale da Trave, inserida no Parque Natural das Serras de
Aire e Candeeiros.
Usou-se o seguinte material vegetal e reagentes:

e Amostra de Crataegi fructus;

e Amostra de Crataegi folium sim flore;

e Metanol;

e Rutina;

 Acido clorogénico;

e Acido cafeico;

e Acido férmico;

e Acido acético glacial;

e Etilmetilcetona;

e Agua;

e Solugdo metanolica de difenilborado de aminoetanol (1%);

e Solugdo metanolica de polietilenoglicol 400 (5%).
Foi utilizado o seguinte material laboratorial:

e 2 Moinhos de laminas;
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2 Tamises com tampa;

2 Frascos com tampa;

Gobelé de vidro;

Pipetas graduadas e volumétricas;

2 Funis;

Papel de filtro;

Varetas de vidro;

Dois baldes de erlenmeyer de 50 ml;
Banho-maria;

Placa de gel de silica;

1 pompete;

Balanca digital de sensibilidade de 0,1 g calibrada;
Tina de vidro;

Estufa;

Exsicador;

Microsseringa;

Tina dupla com cobertura;

Dispositivo de deteccdo de fluorescéncia (UV254 e UV365).

Para esta analise recorreu-se aos seguintes métodos:

Colheita e processamento de Crataegus monogyna L.;

Extraccdo de Crataegi fructus e de Crataegi folium;

Cromatografia em Camada Fina (TLC) de extractos de Crataegi fructus e de

Crataegi folium.
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2.1.2. Procedimento Experimental
2.1.2.1. Colheita e Processamento de Crataegus monogyna L.
Inicialmente procedeu-se a identificacdo do material vegetal, que se colheu pela manhg,
sendo posteriormente seco a sombra, em atmosfera seca e arejada, a temperatura de 20°C.
A planta foi colocada em tabuleiros, durante 4 dias, apds 0s quais se procedeu a operagdo
manual de separacdo, designada de triagem ou monda, de modo a ficar apenas com as
folhas e as bagas separadas, retirando as partes lenhosas das folhas e os pedunculos das

bagas. Por fim, procedeu-se a pesagem da amostra.

2.1.2.2. Extraccdo de Crataegi fructus e de Crataegi folium

Pulverizaram-se as amostras em separado (frutos e folhas) em moinho de laminas.
Tamisaram-se as amostras de modo a obter um p6 muito fino (Tamis de 250 mm). O pé
muito fino de bagas apresentava um tom acastanhado, enquanto o das folhas era verde. De
seguida, procedeu-se a avaliacdo da humidade. A perda de peso foi de 27,33 por cento nas
bagas e de 8,95 por cento nas folhas.

As amostras pesadas foram colocadas nos bal6es de erlenmeyer de 50 ml e adicionaram-se
10 ml de metanol. Aqueceu-se em banho de dgua a 65°C, durante 5 minutos, agitando-se
frequentemente. Deixou-se arrefecer e filtrou-se por papel (filtro de pregas). O extracto
metandlico de bagas (solugdo A) era verde-claro e o extracto metandlico de folhas (solucédo

B) era verde-escuro.
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2.1.2.3. Cromatografia em Camada Fina (TLC) de extractos de Crataegi
fructus e de Crataegi folium

Como solugbes problema, utilizou-se o extracto metanolico das bagas (solucdo A) e o

extracto metandlico das folhas (solucdo B). A solucdo padrdo (M) consistiu em 5 mg de

rutina, 2 mg de acido clorogenico e 2 mg de acido cafeico em 5 ml de metanol.

Como fase estacionaria usou-se a placa de gel de silica 60F254 Merck, e como fase movel
uma solucdo composta por 50 ml de acetato de etilo, 7 ml de acido férmico, 3 ml de acido

acetico glacial, 30 ml de etilmetilcetona e 10 ml de 4gua destilada.

Procedimento Vertical: De acordo com o determinado pela Farmacopeia Portuguesa VIlI
(2005) revestiram-se as paredes da camara de cromatografia com papel de filtro, para fazer
a saturacdo da mesma, de modo a tornar o processo mais eficaz. De seguida verteu-se na
camara de cromatografia a quantidade de fase movel suficiente para obtencdo, apos
impregnacdo do papel de filtro, de uma altura de liquido adaptado as dimensdes da placa.
Para a saturacdo da camara colocou-se a cobertura e deixou-se em repouso a 20-25°C
durante 1 hora.

Foi aplicado o volume prescrito das solucdes, em porcdes suficientemente pequenas, para
obter tracos ou manchas circulares colocadas a uma distancia apropriada do bordo inferior
e dos bordos laterais da placa. As aplicagdes foram feitas a uma distancia de 1 cm umas
das outras sobre uma linha paralela ao bordo inferior da placa.

Assim que o solvente das solugdes aplicadas se evaporou, levou-se a placa para a camara
de cromatografia, colocou-se em posicao vertical, ficando os pontos de aplicacdo sempre
acima do nivel da fase movel. Fechou-se a cadmara de cromatografia e manteve-se a 20-

25°C. Retirou-se a placa ap0s a fase movel ter percorrido a distancia indicada nas
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especificacbes da monografia (15 cm). Secou-se e procedeu-se a visualizacdo dos

cromatogramas, conforme referido na bibliografia.

2.1.3. Resultados
2.1.3.1. Resultados Esperados

De acordo com Wagner, Bladt & Zgainski (1984) era espectavel verificar-se zonas de
fluorescéncia cor de laranja - Rutina e hiper6sido; zonas de flurescéncia azul - Acidos
fenolicos (cafeico, clorogénico); e zonas de fluorescéncia verde acima do hiperésido e da
rutina respectivamente - derivados da apigenina, nomeadamente vitexina e vitexina-2”-O-
ramnosido.

Bagas: Identificar o &cido clorogénico, o acido cafeico, a rutina, flavonoides (hiperosido e
outos com menor quantidade ou ndo detectaveis) como principais constituintes (Wagner,
Bladt & Zgainski, 1984), ndo devendo a amostra ter mais de 12% de perda por secagem.
Folhas (com flor): Era espectavel ter flavonois como o hiperésido (quercetina-3-O-

galactosido) e acido clorogénico e nas flores, vitexina e vitexina-2”— O-ramnosilvitexina.

2.1.3.2. Resultados Obtidos

Comparou-se visualmente a mancha principal do cromatograma obtido com a solucao
problema e com a solugdo padréo, analisando a coloracdo, as dimensfes e o factor de
retencédo (Rf) das duas manchas.

O factor de retencdo (Rf) é definido como sendo a relacdo da distancia entre o ponto de
aplicacdo e o centro da mancha, por um lado, e a distancia percorrida pela frente do
solvente ap0s o ponto de aplicacdo, por outro (Farmacopeia Portuguesa V111, 2005).
Identificando as manchas obtidas por cromatografia em camada fina, podemos aferir como

principais constituintes da baga os acidos fendlicos (cafeico e clorogénico).
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Na folha ocorrem flavondides, a vitexina aparece em maior quantidade, acima da rutina,

assim como o hiperosido e derivados.

2.1.3.3. Discusséo dos Resultados

Ao comparar a humidade das amostras com os valores de referéncia € possivel averiguar
que a baga apresenta um valor de humidade de 27,33 %, quando ndo deveria ultrapassar o
valor de 12 % (de acordo com os dados apresentados pela Farmacopeia Portuguesa VIII,
2005). Tal valor de humidade pode dever-se ao facto de as bagas ndo estarem maduras e
terem sido secas inteiras e a sombra. J& o valor de 8,95 % de humidade das folhas esta de
acordo com os valores de referéncia indicados pela Farmacopeia Portuguesa VIII (2005),
inferiores a 10 %.

Tal como Costa (2000) refere, importa conhecer a quantidade de agua que cada farmaco
apresenta pois este ¢ um indicador do modo como foi efectuada a secagem da planta ou de
uma parte dela. Neste sentido, o valor da humidade € essencial para garantir a sua
conservagdo. Neste caso, as bagas de Crataegus monogyna L. apresentaram uma
guantidade de humidade muito superior aos valores de referéncia indicados pela
Farmacopeia Portuguesa VIII (2005), o que indica de que a colheita ndo decorreu no
momento ideal (as bagas ainda ndo estavam maduras) e ndo se encontravam bem secas. Tal
pode ter promovido alterages nos seus constituintes activos. Para além disso, o
conhecimento da sua composicdo quimica, além de permitir a sua identificacdo, permite
verificar o estado de pureza do farmaco vegetal, e, consequentemente, a natureza de certas
fraudes.

Comparativamente com a baga, a folha possui maior quantidade de hiperdsido e seus
derivados, assim como vitexina. A auséncia de rutina na baga deve-se ao facto da baga

estar verde e ndo estar suficientemente madura para ser colhida. Segundo a Farmacopeia
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Portuguesa VIII (2005), devia existir nas folhas e flores, um teor minimo de 1,5 % de

flavonoides expressos em hiperdsido (Cunha et. al, 2007).

2.2. Extraccéao de 6leos essenciais por hidrodestilacdo
2.2.1. Material e Métodos

Utilizaram-se folhas e flores secas de Thymus zygis L. e Lavandula luisieri L.. Este
material vegetal foi colhido na segunda semana de Maio de 2011, no campo Vale das Pias,
na localidade de Vale da Trave (em pleno Parque Natural das Serras de Aire e Candeeiros).
Foi utilizado o seguinte material vegetal e reagentes:

e Amostra de Lavandula luisieri L.;

e Amostra de Thymus zygis L.;

e Reguladores de ebulicdo;

e Agua destilada.
O seguinte material laboratorial foi utilizado:

¢ Dois aparelhos tipo Clevenger;

e Duas mantas de aquecimento;

e Balanga digital;

e Provetas;

e Dois bales volumétricos de 2000 ml;

e Varetas;

e Uma pinga;

e Um copo graduado;

e Dois frascos de vidro.
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2.2.2. Procedimento Experimental
e Extraccdo de 6leos essenciais das folhas e flores secas de Thymus zygis L. e de
Lavandula luisieiri L. por hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger.

e Cromatografia em Camada Fina (TLC) de 6leo essencial de Thymus zygis L.

2.2.2.1. Colheita e Processamento de Thymus zygis L. e de Lavandula

luisieri L.
Procedeu-se a identificacdo, triagem, caracterizacdo e pesagem das amostras. Iniciou-se o
processo com a operacao mecanica de separacdo, designada triagem ou monda, de modo a
ficar apenas com as partes menos lenhosas (extremidades com caule, folhas e flores).
Pesaram-se 100 gramas de Lavandula luisieri e 300 gramas de Thymus zygis, colocando

cada uma das amostras em baldes volumétrico de 2000 ml.

2.2.2.2. Extraccdo de 0leos essenciais das folhas e flores secas de Thymus
zygis L. e de Lavandula luisieri L. por hidrodestilacdo em aparelho
Clevenger
Colocou-se cada uma das amostras num baldo de destilagdo com agua destilada na
proporcédo de 1:10 (v/v). Adicionou-se ao material vegetal, reguladores de ebulicéo tendo o
processo decorrido ao longo de 3 horas. Dispds-se cada um dos baldes numa manta de
aquecimento e montaram-se os aparelhos tipo Clevenger de acordo com o que esta descrito
na Farmacopeia Portuguesa V111 (2005).
Na hidrodestilagdo o material vegetal estd em contacto directo com a agua a ferver
(temperatura ndo superior a 100°C). Os 6leos essenciais sao muito volateis, pelo que,
quando o processo de evaporacgdo se inicia, estes sdo arrastados, voltando a fase liquida

quando a temperatura baixa (devido a circulacdo de &gua a temperatura ambiente). Por
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serem menos densos que a agua ficam a superficie desta, sendo muito facil a sua
separacéo.

Os oleos extraidos foram separados por decantacdo no proprio aparelho, guardados em
frascos de vidro escuro, rotulados e conservados (0 - 4°C) até andlise cromatografica. O

rendimento em 6leo foi obtido através da equacao:

Volume de dleo obtido (ml) x 100
Rendimento (%) =

Massa do material vegetal (g)

2.2.2.3. Resultados Obtidos
Obtiveram-se 0s seguintes rendimentos de 6leos essenciais:
Oleo essencial de Lavandula luisieri L.: 0,3 mm — Rendimento; 0,29 %

Oleo essencial de Thymus zygis L.: 2,9 mm — Rendimento: 0,87 %.

2.2.2.4. Discusséo dos Resultados
Verificou-se que a Lavandula luisieri L produziu menos 6leo essencial em comparagao
com o Thymus zygis L., provavelmente devido ao facto de a amostra ter sido constituida
por flores, folhas e caules. No entanto, o rendimento esta de acordo com as monografias da

Farmacopeia Portuguesa V11 (2005).

2.2.3. Principais Constituintes de Thymus zygis L.
2.2.3.1. Material e Métodos
Usou-se 0 seguinte material vegetal e reagentes:
e Oleo essencial de Thymus zygis L.;

e Oleo essencial em tolueno;
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e Borneol;
e Acetato de bornilo;
e Timol,
e Acetato de etilo;
e Solucdo de &cido sulfarico em etanol (5 %);
e Solucdo de vanilina em etanol (1 %).
Foi utilizado o seguinte material laboratorial:

e Placa de gel de Silica;

Microsseringa;

e 1 copo;

e 1 pompete;

e 1 pipeta del0 ml;
e Tinade vidro;

e Dispositivo de deteccdo de fluorescéncia (UV254)

2.2.3.2. Cromatografia em camada fina (TLC) de o6leo essencial de
Tomilho

Preparou-se a solucdo problema, fazendo uma diluicdo de 1:10 de 6leo essencial em

tolueno, e as solucdes padréo que consistiram em:

B+AB — 10 mg de borneol e 5ul de acetato de bornilo em 5ml tolueno;
T —5 mg de timol em 5 ml de tolueno;
C - 5ul de p-cimeno em 50ul de tolueno;

Como fase estacionaria utilizou-se Placa de gel de silica 60F254 Merck; e como fase

movel, tolueno, acetato de etilo (93:7 V/V) /(PA Merck).
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Procedeu-se as aplicacGes de cada solucdo em banda na placa de gel de silica, em camara
de vidro saturada. Ap6s 1 hora e 30 minutos, ocorreu um desenvolvimento de 15 cm,
tendo-se feito a sua secagem a corrente de ar.

A Deteccdo A foi feita a luz do dia e a UV254; enquanto a Deteccdo B foi efectuada
pulverizando com solucdo | (solucdo de acido sulfurico a 5 % em etanol) e solucdo Il
(solucdo a 1 % de vanilina em etanol) e aqueceu-se a 100-105°C durante 5-10 min, sob
observacdo. Examinou-se imediatamente a luz do dia, tendo sido possivel identificar

alguns compostos.

2.2.3.3. Resultados Esperados
De acordo com Wagner, Bladt & Zgainski (1984) era esperado verificar-se 0s seguintes
resultados:
e Borneol Rf ~0.24 - zonas de fluorescéncia azul;
e Acetato de bornilo Rf ~0.55 - zonas de fluorescéncia azul;

e Timol Rf ~0.50 - zonas de fluorescéncia vermelho violaceo.

2.2.3.4. Resultados Obtidos
O oleo essencial das partes aéreas floridas recentes de tomilho (Thymus zygis L.), obtido
por arrastamento pelo vapor de &gua, apresenta um aspecto limpido, cor amarela clara,
cheiro caracteristico, aromatico e picante.
Ao comparar visualmente a coloracdo das manchas do cromatograma obtido na solugéo
problema com as da solucdo padréo, além das suas dimensdes e dos factores de retencao
(Rf), verificou-se que as restantes manchas abaixo da mancha de timol correspondem a

carvacrol, linalol e a-terpineol.
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O oleo de Tomilho apresenta compostos fenolicos (timol e carvacrol) de acordo com o
referido na Farmacopeia Portuguesa V111 (2005). Neste ambito, é possivel averiguar que o
Tomilho €, sem duvida, uma espécie muito aromatica e com elevado potencial no que se

refere a obtencdo de Oleos essenciais.

2.3. ldentificacdo de duas espécies de Hipericao
Neste trabalho procurou-se detectar falsificacbes entre duas espécies de Hipericéo:
Hypericum perforatum L. e Hypericum androsemum L., comercializadas regularmente no
mercado portugués. As preparacdes mais correntes destes fitoterapicos sdo drogas in
natura, moidas ou rasuradas que ndo permitem a sua identificacdo. No entanto, é possivel

executar métodos experimentais muito simples que permitem detectar adulteracdes.

2.3.1. Material e Métodos
Usou-se 0 seguinte material vegetal e reagentes:
e Amostra de Hipericdo Kneip (Hypericum perforatum) - Sumidades floridas secas,
fragmentadas, colhidas durante a floragao;
e Amostra de Hipericdo-do-Gerés (Hypericum androsaemum) - Caule e folhas secas,
fragmentadas colhidas apos a floracao;
e Hidrato de cloral.
Foi utilizado o seguinte material laboratorial:
e Moinho de laminas;
e Tamis com tampa;
e Frasco de vidro;
e Microscopio;
e La&minas de vidro.
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2.3.2. Procedimento Experimental
Pulverizaram-se as amostras n° 1 (Hypericum perforatum L.) e n® 2 (Hypericum
androsaemum L.) em moinho de laminas durante 6 minutos. Tamisaram-se as amostras
separadamente de modo a obter um pé muito fino (Tamis de 250 mm). Examinaram-se ao

microscopio utilizando solucao de hidrato de cloral R.

2.3.3. Resultados
2.3.3.1. ldentificacdo
Ao examinar a amostra n°® 1 (Hypericum perforatum L.) confirmou-se a presenca de
glandulas negras e, sobre toda a superficie, numerosas bolsas secretoras pequenas,
translucidas, visiveis a transparéncia. Visualizaram-se também células pigmentadas de
vermelho e numerosos graos de pdlen, isolados ou em grupos densos.
Ao examinar-se a amostra n® 2 (Hypericum androsaemum L.) constatou-se a auséncia
destas glandulas negras, indicando a inexisténcia de hipericina e, consequentemente,

conseguindo-se distinguir a espécie de hipericdo, mesmo no estado pulverizado.

2.3.3.2. Discusséo dos Resultados
Identificar e distinguir estas duas espécies de Hipericdo revela-se essencial. Apenas uma
das espécies - Hypericum perforatum L. - apresenta hipericina, sendo que apenas esta se
encontra indicada para casos de depresséo. Por sua vez, o Hipericdo-do-Gerés (Hypericum
androsaemum L.) apresenta propriedades hepatobiliares, sendo usado em doencas de

figado, cdlicas nefriticas e cistites.

58



2.4. Processos rapidos de deteccdo de falsificacbes
A falsificacdo de Oleos essenciais é uma realidade relativamente comum. Pode ter variados
intuitos ou origens, como seja a intencdo de obter uma maior rentabilidade dos mesmos ou
apenas devido a adulteracdo dos seus processos de obtencdo. Neste sentido, revela-se
fundamental pesquisar algumas falsificagdes usuais nas esséncias, recorrendo, para tal, a
métodos praticos e simples, antes de determinar os indices analiticos fisicos e quimicos,
evitando, assim, a pratica de outros ensaios analiticos mais morosos e dispendiosos. O
objectivo principal deste trabalho experimental simples é permitir a deteccdo de

falsificacdes (adulteracdes) em esséncias.

2.4.1. Material e Métodos
2.4.1.1. Material
Foram utilizados os seguintes reagentes:
e Timol;
e Esséncia de Mentha pulegium;

e Oleo vegetal.

2.4.1.2. Procedimento Experimental
2.4.1.2.1. Pesquisa de 0leos, gorduras e resinas através de ensaio da
mancha no papel
Adulterou-se a esséncia de Mentha pulegium com O6leo vegetal. Numa folha de papel
deitou-se uma gota de timol e uma gota de esséncia de Mentha pulegium adulterada com o
0leo. Promoveu-se a sua evaporacao atraves da colocagdo do papel numa estufa aquecida a

100°C, durante 20 a 30 minutos, permitindo a realizagdo deste ensaio mais rapidamente.
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Como alternativa, poderia ter-se exposto o papel ao ar durante 24 horas, sendo uma forma

mais lenta de realizacao deste processo.

2.4.1.2.2. Pesquisa de falsificagbes pelo alcool, por contrac¢do do

volume de esséncia
Agitou-se, num tubo graduado em décimos de mililitro, 5 ml de esséncia e igual volume de
agua saturada de cloreto de sddio ou de agua glicerinada a 50 %. Ap6s um periodo de

repouso conveniente, os dois liquidos imisciveis devem conservar os mesmos volumes.

2.4.1.2.3. Ensaio de fucsina
Num tubo de ensaio seco, de 16 x 160 mm, colocaram-se cerca de 2 ml de esséncia,
vedando-se o tubo de ensaio com um rolho de algoddo que possuia um pequeno fragmento
de fucsina. Este foi aquecido, em banho-maria fervente, de forma que a zona de
condensacdo do liquido volatilizado atingisse o algoddo. O alcool etilico, no ponto de
ebulicdo inferior ao da agua a ferver, volatilizou-se e condensou-se na ponta fria do tubo

(no rolho que continha a fucsina) e dissolvendo-a, enrubesceu o algodao de vermelho.

2.4.2. Resultados
Na pesquisa de 0Oleos, gorduras e resinas, o timol evaporou-se por completo sem deixar
mancha translicida permanente. Contudo, a esséncia adulterada de Mentha pulegium
manchou o papel. As esséncias falsificadas com 6leos e gorduras, tal como, as esséncias
velhas e resinificadas, mancham o papel.
Por sua vez, na pesquisa de falsificagbes por alcool, observou-se uma contrac¢do do
volume da esséncia a que foi adicionado alcool, confirmando-se que a esséncia estava

falsificada.
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Ja no ensaio de fucsina, a partir da coloracdo vermelha do algoddo que se observou
(resultado da volatilizacdo do alcool), comprovou-se que a esséncia estava falsificada com

0 alcool.
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Capitulo VII — Conclusédo

O crescente interesse pelas plantas aromaticas e medicinais, que, por sua vez, esta a
originar um crescimento da actividade de comércio nesta area, reforca a importancia da
implementacao de técnicas de controlo de fraudes no comércio das mesmas.

Perante a dificil conjuntura econdmica actual, € essencial encontrarem-se técnicas de
controlo de fraudes, que sejam economicamente viaveis e exequiveis em empresas que
comercializam este tipo de produtos.

Assim, no ambito deste mestrado, foram aplicadas varias metodologias com o objectivo de
avaliar a qualidade de determinadas plantas aromaticas, medicinais e 6leos essenciais com
muito valor na area dos produtos de salde a base de plantas.

As metodologias experimentais utilizadas neste trabalho sdo simples e mostraram ser
eficientes, permitindo o seu estabelecimento em qualquer organizacdo empreendedora e
moderna que vise implementar um sistema que possa garantir a qualidade dos seus
produtos.

Foram aplicadas varias metodologias (cromatografia em camada fina, hidrodestilaco,
metodologias de deteccdo de falsificacdes em dleos essenciais e analise microscépica de
farmacos pulverizados) a varias plantas, nomeadamente, Crataegus monogyna (Pilriteiro),
Thymus zygis (Tomilho), Lavandula luisieri (Rosmaninho), Hypericum perforatum
(Hipericdo kneip), Hypericum androsaemum (Hipericdo-do-Gerés), que sdo plantas muito
importantes pela sua actividade farmacoldgica e pelo seu valor econémico. Demonstrou-se,
com este trabalho, que é de extrema importancia conseguir identificar sempre os
componentes responsaveis pela actividade farmacologica das plantas, assim como garantir
que o material vegetal apresente os valores de referéncia indicados na Farmacopeia
Portuguesa VIII (2005). A cromatografia de camada fina (TLC) € um método fidvel e

simples que permite identificar compostos quimicos em extractos vegetais.
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No método experimental levado a cabo neste trabalho, verificou-se que as bagas de
Crataegus monogyna L. ainda ndo estavam maduras e que a colheita ndo ocorreu no
momento ideal. Constatou-se também que as mesmas nao estavam bem secas, por
apresentarem o valor de humidade muito superior aos valores de referéncia indicados pela
Farmacopeia Portuguesa V111 (2005), afectando a sua conservagdo e composic¢ao quimica.
A extraccdo de 6leos essenciais também se revelou fulcral para aferir a qualidade das
plantas aromaticas, j& que o valor destas plantas se deve aos seus Oleos essenciais.
Verificou-se que a extraccdo de Oleos essenciais de folhas e flores de Thymus zygis
(Tomilho), e Lavandula luisieri (Rosmaninho) por hidrodestilacdo € um processo que
permite avaliar o rendimento e aroma dos 0leos essenciais destas plantas. Apesar do
rendimento de Oleo essencial de Lavandula luisieri (Rosmaninho) ser inferior ao do
Thymus zygis (Tomilho), estd de acordo com a monografia da Farmacopeia Portuguesa
VIII (2005). A cromatografia em camada fina também permitiu atestar o potencial do
Thymus zygis (Tomilho), pela avaliacdo dos seus compostos principais, sobretudo pela
presenca de timol, que Ihe confere propriedades farmacoldgicas muito importantes.

A identificacdo de farmacos por exame microscépico do po é outra das técnicas relevantes
para detectar falsificacbes. Existem em Portugal duas espécies de Hipericdo que sdo
comercializadas regularmente no nosso mercado e verificou-se que nalguns casos pode
existir confusdo com a identificacdo destas duas espécies — Hypericum perforatum e
Hypericum androsaemum. Neste trabalho mostramos que é possivel distinguir estas duas
espécies mesmo quando se encontram comercializadas no estado fragmentado ou
pulverizado, recorrendo apenas a microscopia optica.

A comercializacdo de produtos falsificados, adulterados e sem qualidade podem pér em
risco a saude publica, pelo que este tipo de metodologias podem ser muito Uteis para a

deteccdo de certas fraudes.
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Em suma, este trabalho é um ponto de partida e ndo um fim em si. No futuro, seria
pertinente a realizacdo de mais estudos neste ambito, com o objectivo de pesquisar 0s
limites de residuos de pesticidas e critérios microbioldgicos e de pureza. Seria igualmente
interessante um estudo sobre esterilizacdo de plantas medicinais, dando a conhecer 0s
métodos utilizados e permitidos na Unido Europeia. E igualmente relevante conhecer a

viabilidade econdmica desse projecto no nosso mercado.
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