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RESUMO

A Mikania glomerata estd presente no Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira, sendo seus extratos, tinturas e xaropes utilizados no tratamento
complementar de doencas do trato respiratério como: bronquite e asma. A M.
glomerata vem sendo utilizada pela populacdo e por empresas privadas e publicas,
sendo que a Secretaria Municipal de Saude do Estado do Rio de Janeiro (RJ), através
das Farmacias Vivas, faz a distribuicdo da espécie em estudo para uso terapéutico
complementar. Foi objetivo desse trabalho, analisar a qualidade de tinturas de M.
glomerata a 10%, comercializadas no Estado do RJ, utilizando ensaios preconizados
em sua monografia, seguindo critérios das RDCs 26/2014 e 105/2016, associados a
ensaios de atividade farmacolégica. Camundongos Balb/C pré-tratados 1 hora antes
com a tintura de referéncia a 10% (TR = 1, 10, 30 e 100 mg/kg) foram estimulados
com uma injecdo intra-toraxica contendo ovalbumina (OVA). Todas as doses foram
capazes de reduzir de forma significativa o infiltrado leucocitario total e a populacao
de eosindfilos, em comparacdo ao grupo OVA. Foi utilizado o ensaio in vitro de
producdo de oxido nitrico (NO) em macrofagos para determinacdo da eficacia das
diferentes tinturas comercializadas. A tintura comercial Tijuca (TCT) e a tintura
comercial Barra da Tijuca (TCB) apresentaram baixa efetividade em todas as diluigcbes
guando comparadas com a TR. A tintura comercial Flamengo (TCF) e Gavea (TCG)
reduziram a producao de NO até a diluicdo de 1/500, sendo superadas apenas pela
tintura comercial llha do Governador (TCI) que apresentou efeito até a diluicdo
1/1000.As TCs com baixa atividade farmacolédgica apresentaram 8,3 e 38,4 ug/mL de
Cumarina (CMR), enquanto que a TR continha 369,3 ug/mL. A TCG e TCI revelaram
valores préximos a TR (225,7 e 488,1 ug/mL, respectivamente). Quanto a TCF houve
uma grande variacéo do valor de CMR entre lotes (234,5 ug/mL de variacdo). Apés a
validacdo do método analitico para a analise de 268 agrotdxicos, na matriz de tintura
de M. glomerata a 10%, em CLUE-EM/EM, foram encontrados tracos de carbendazim
e dimetomorfe em 4 amostras. As analises comparativas das TCs evidenciaram um
desvio de qualidade acentuado nos produtos que estdo sendo ofertados para a
populacdo do RJ. Além da auséncia de atividade terapéutica, provavelmente
relacionada com a variacdo de CMR, também foi encontrado residuo de fungicidas
em algumas amostras. Esses dados demonstram claramente a necessidade da
padronizacdo das matérias-primas e dos processos extrativos, bem como uma maior
atuacado das agéncias regulatorias.

Palavras-chave: Mikania glomerata Spreng. Cumarina. Agrotdxico. Controle de
Qualidade. RENISUS.



ABSTRACT

Mikania glomerata is present in the Phytotherapy Form of the Brazilian
Pharmacopoeia, and its extracts, tinctures and syrups are used in the complementary
treatment of respiratory tract diseases such as: bronchitis and asthma. M. glomerata
has been used by the population and private and public companies, and the Municipal
Health Department of the State of Rio de Janeiro (RJ), through “Farmacias Vivas”,
distributes the species under study for complementary therapeutic use. This study
aimed to analyze the quality of M. glomerata’s tinctures 10%, sold in the RJ State,
using tests recommended in its monograph, following RDCs 26/2014 and 105/2016
criteria, associated with pharmacological tests. Balb/C mice pre-treated 1 hour before
with the 10% reference tincture (RT = 1, 10, 30 and 100 mg/kg) were stimulated with
an intra-thoracic injection containing ovalbumin (OVA). All doses significantly reduce
the total leukocyte and eosinophil population infiltrate compared to the OVA group. The
in vitro assay of Nitric Oxide (NO) production in macrophages was used to determine
the effectiveness of different commercial tinctures. The Tijuca commercial tincture
(CTT) and the Barra da Tijuca commercial tincture (CTB) showed low effectiveness in
all dilutions compared to RT. The Flamengo commercial tincture (CTF) and Gavea
(CTG) reduced NO production up to a dilution of 1/500, being surpassed only by the
llha do Governador commercial tincture (CTI) which showed an effect at a dilution of
1/1000.CTs with low pharmacological activity showed 8.3 and 38.4 ug/mL of Coumarin
(CMR), while RT contained 369.3 ug/mL. CTG and CTI revealed values close to TR
(225.7 and 488.1 ug/mL, respectively). As for CTF, there was a large variation in the
CMR value between batches (234.5 ug/mL of variation).After validation of the
analytical method for the analysis of 268 pesticides, in the 10% M. glomerata tincture
matrix, in UPLC-MS/MS, traces of carbendazim and dimethomorph were found in 4
samples. In addition to the absence of therapeutic activity, probably related to the CMR
variation, fungicide residue was also found in some samples. These data clearly
demonstrate the need for the standardization of raw materials and extractive
processes, as well as greater action by regulatory agencies.

Keywords: Mikania glomerata Spreng. Coumarin. Pesticides. Quality control.
RENISUS.
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1. INTRODUCAO

No final da década de 70, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu
oficialmente o uso da Medicina Tradicional Alternativa (MTA). Entende-se por
Medicina Tradicional “a soma de conhecimentos, habilidades, e praticas voltadas a
salde, baseadas em teorias, crencas, e experiéncias proprias, com explicacao
cientifica ou ndo, que tem por objetivo manter a saude, diagnosticar, tratar ou curar

enfermidades fisicas e mentais” (WHO, 2013).

A partir da elaboragao da primeira grande “Estratégia de Medicina Tradicional”
em 2002, a OMS definiu as diretrizes que teve como objetivo construir bases de
conhecimento e politicas nacionais, fortalecendo a seguranca, qualidade e eficacia
através de regulamentacdes, e promovendo cobertura universal a saude através da
integracdo das praticas complementares, reconhecidamente eficazes e seguras, aos
sistemas oficiais e de atencao basica existentes. Ao longo de uma década, apés sua
elaboracao, o plano estratégico demonstrou progresso quanto ao numero de paises
aderentes a implementacdo de politicas referentes a MTA (Figura 1), esse plano
estratégico foi atualizado em 2013, com o intuito de suprir as necessidades
provenientes da demanda de consumidores de produtos e servigos referente a MTA
(WHO, 2013).

Figura 1. Monitoramento das mudancas nos indicadores de progresso
definidos pela Estratégia de Medicina Tradicional nos Estados-membros (EM)
— OMS.
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1.1 Programade Medicina Tradicional e Complementar

O Brasil € um dos paises com a maior biodiversidade do mundo, sendo
estimado que o territério nacional possua entre 15 a 20% da biodiversidade do planeta,
abarcando mais de 46.096 espécies de plantas em mais de nove diferentes
ecossistemas (BRASIL, 2016a; CARVALHO et al, 2018). Além desse vasto acervo
genético, o Brasil também ganha destaque na diversidade étnica e cultural, com um
valioso conhecimento tradicional, passado de geracéo para geracgéo, associado ao
uso de plantas medicinais (BRASIL, 2016a). Tendo em vista a capacidade do pais em
desenvolver pesquisas com resultados em tecnologias e terapias adequadas, o
Ministério da Saude Brasileiro, no final da década de 80, apds a criacdo do Sistema
Unico de Salde (SUS), legitimou e institucionalizou as abordagens de atencéo a
saude, preconizadas pela OMS, para a insercdo da Medicina Tradicional, através da
Politica Nacional de Medicina Natural e Praticas Complementares no SUS (BRASIL,
2005), e um ano depois, o Brasil foi contemplado com a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos (BRASIL, 2016a).

Em 2009, foi instituido no pais o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), que visa: “garantir a populagao brasileira o acesso seguro e o
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional’
(BRASIL, 2009a). A promocao do acesso aos medicamentos fitoterapicos teve inicio
em 2007, sendo que a partir do PNPMF, foi criada a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), e em 2010, foi
instituido o Programa Farmacia Viva no ambito do SUS (AMORIM, 2012). O RENISUS
consiste em uma lista com 71 espécies vegetais ja utilizadas nos servicos de saude
municipais e estaduais, que por possuirem comprovacao de eficacia através de
estudos etnofarmacolégicos, podem avancgar nas etapas da cadeia produtiva e gerar
produtos de interesse ao SUS (BRASIL, 2014a; OSHIRO et al, 2016).

1.1.1 Programa farmacias vivas
Com o objetivo de respaldar as varias iniciativas das secretarias estaduais e

municipais do pais que desenvolvem programas de fitoterapia, foram instituidas as

Farmacias Vivas no ambito do SUS. Este programa determina as etapas que deverao
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ser realizadas por cada Estado ou Municipio, desde o cultivo, a coleta, o
processamento, 0 armazenamento das plantas medicinais, a manipulacdo e a
dispensacdo de preparagbes magistrais e oficinais de plantas medicinais e
fitoterapicos.

Dresch e Carvalho (2022) elencaram 82 projetos e programas relacionados as
Farmacias Vivas ou Fitoterapia com grande representatividade no pais. Destes, 29
estdo em seu pleno funcionamento, 38 estdo em fase de estruturagdo, 7 em
implantacgéo, 4 projetos foram descontinuados, 2 paralisados e 2 suspensos por tempo
indeterminado. O Programa de Plantas Medicinais e Fitoterapia da Secretaria
Municipal de Saude do Rio de Janeiro (PPMF/SMS-RJ), existente oficialmente desde
1992, oferta medicamentos fitoterapicos manipulados através das Farmacias Vivas
desde 2010 (AMORIM, 2012). Atualmente, as Farmacias Vivas de Niteroi e
Cachoeiras de Macacu estdo em processo de estruturacdo, a de Quissama, existente
desde 2019, esta em processo de implantacao para a producédo de cha medicinal, e a
de Volta Redonda atua desde 2011 seguindo as diretrizes do PPMF/SMS-RJ
(DRESCH; CARVALHO, 2022).

O cultivo de espécies medicinais ocorre em Guaratiba no horto da Fazenda
Modelo, no Municipio do RJ, com o objetivo de fornecer matéria-prima vegetal para a
producao de fitoterapicos, implantacdo de hortas e para a realizacdo de oficinas de
cultivo, promocao de saude e geracao de renda em unidades de saude. O material
vegetal coletado no horto é encaminhado para a Farméacia de Manipulacdo de
Fitoterapicos do Municipio do RJ, localizada no Hospital Municipal Raphael de Paula
e Souza, em Curicica, Jacarepagua. De la sdo produzidos em torno de 6 mil
medicamentos por més e que irdo abastecer em torno de 1852 unidades de saude
basica (RIO DE JANEIRO, 2016; DRESCH; CARVALHO, 2022).

A producdo de cremes fitoterpicos pelas farmacias de manipulacdo do
municipio, a prescricdo destes e de outros fitoterdpicos industrializados por
profissionais habilitados, assim como assisténcia farmacéutica prestada a partir da
dispensacdo dos mesmos, sao algumas das diretrizes do PPMF/SMS-RJ. Em torno
de 19 plantas medicinais fazem parte da lista de espécies vegetais ofertadas pelo
municipio, entre elas esta a Mikania glomerata Spreng. (AMORIM, 2012; RIO DE
JANEIRO, 2015).
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A Mikania glomerata estd presente no Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira (FFFB), 22 edicdo (BRASIL, 2021a), e assim como sua
monografia especifica (BRASIL, 2018a), empregam a producédo e a utilizacao de seus
extratos, tinturas e xaropes no tratamento complementar de doencas do trato
respiratorio como: bronquite e asma. E uma das plantas mais utilizadas no
PPMF/SMS-RJ, atualmente conta com 18 medicamentos registrados junto a ANVISA,
em produtos formulados, e também integra a RENISUS (AMORIM, 2015; CARVALHO
et al, 2018; BRASIL, 2018a; BRASIL, 2021a, BRASIL, 2022a).

1.2 Mikania glomerata Spreng.

Dentre as 171 espécies vegetais do género Mikania encontradas no Brasil, a
Mikania glomerata Spreng. € uma planta da familia Asteraceae, nativa da Mata
Atlantica do Brasil, sendo encontrada no interior de florestas e litorais,
predominantemente no sul e sudeste do pais, com maior dispersdo nos estados de
S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais. E um subarbusto silvestre, escandente, de
folhagem densa e perene. Suas folhas sdo pecioladas, ovalanceoladas, tri ou
pentanervadas, e agudas no apice, com forte aroma remanescente de baunilha
(Figura 2). Floresce no més de janeiro, em inflorescéncias brancas e paniculadas,
sendo de bastante interesse das abelhas meliferas (OSORIO, 2002; BUDEL et al,
2009; NAPIMOGA,; YATSUDA, 2010; SILVA, 2012; BRASIL, 2018a).

Figura 2: Folhas de Mikania glomerata Spreng. coletadas no horto de Volta
Redonda, RJ.
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1.2.1 Etnofarmacologia e estudos de atividade farmacologica

A M. glomerata, tem como sinonimia botanica; Mikania hatschbachii GM
Barroso, Willoughbya glomerata (Spreng) Kuntze, Mikania glomerata var montana
Hassl, Mikania scansoria DC e Cacalia trilobata Vell, e € popularmente conhecida
como guaco, guaco-cheiroso, guaco-liso, guaco-trepador, cipo-catinga, erva-de-cobra
ou coracdo-de-Jesus, e € utilizada na medicina popular brasileira ha tempos por povos
indigenas. O cha de folhas do guaco era consumido por via oral em caso de picadas
de cobra (NAPIMOGA; YATSUDA, 2010), assim como a aplicacéo das folhas ou suco
do caule sobre as picadas como medidas emergenciais. A espécie é utilizada
popularmente também nos casos de asma, bronquite, como adjuvante no combate a
tosse, e cicatrizante de feridas e eczemas. E atribuido a ela ainda, as atividades anti-
inflamatorias, antiespasmddicas, antirreumatica, antipirética, antigripal, antiviral e
estimulante do apetite (ALVARENGA et al, 2009; NAPIMOGA; YATSUDA, 2010;
CZELUSNIAK et al, 2012; BRASIL, 2014b).

Alguns estudos demonstram potencial de atividade antialérgica, analgésica,
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria. Em modelo de pleurisia alérgica em
ratos Wistar machos, Fierro e colaboradores (1999), evidenciaram a capacidade
antialérgica do extrato etandlico de folhas de M. glomerata, através da reducédo da
degranulacdo de mastocitos e das populacdes de neutrofilos e eosinoéfilos infiltrados
na cavidade pleural de animais tratados, quando comparado ao grupo de animais que
foram apenas estimulados com ovalbumina (OVA). O extrato etandlico das folhas de
M. glomerata foi capaz de reduzir a infiltracédo inflamatéria causada pela exposicao ao
p6é de carvdo, em um modelo experimental in vivo de pneumoconiose induzida,
sugerindo o potencial profilatico em casos de lesdo pulmonar oxidativa (FREITAS,
2008). Foi observado por Moura e colaboradores (2002), a ac&o inibitoria significativa
da contracdo de musculo liso traqueal isolado de cobaias, e da broncoconstricao de
tecido humano isolado, na presenca do extrato hidro-alcoolico de M. glomerata.
(MOURA et al, 2002).

Outros trabalhos como o de Mouréo e colaboradores (2014) demostraram o
potencial anti-inflamatério e anti-hemorragico do extrato hidro-alcodlico de M.
glomerata em modelo in vivo com estimulo de veneno botropico de Jararaca. Os

valores de leucécitos totais e area hemorragica apos 3 horas da administracédo
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intradérmica do veneno concomitantemente com o extrato (12,8 pg/uL), nédo
alcancaram os altos valores observados no grupo que recebeu apenas 0 veneno.
Além disso, a atividade da fosfolipase A2 foi inibida nos grupos tratados com o extrato
(MOURAO et al, 2014).

E mais recentemente, Della Pasqua e colaboradores (2019), apresentaram
evidéncias da atividade anti-inflamatéria do extrato aquoso de M. glomerata em
modelo de edema de pata induzida por carragenina. Onde as doses de 100, 200 e
400 mg/kg, administradas oralmente em ratos Wistar machos, inibiram de forma
significativa a formacdo do edema em 3 e 4 h apés o estimulo. Hé& ainda autores que
sugestionam o uso de M. glomerata como adjuvante ao tratamento da COVID-19
devido as suas propriedades expectorante, antitussigena, broncodilatadora, anti-
inflamatoria e antiviral (SOUZA,; et al, 2022). Mas ainda ha a necessidade de estudos

mais aprofundados para corroborar tal finalidade.
1.2.2 Perfil fitoquimico

Dentre os metabdlitos descritos na literatura, destacam-se a cumarina (CMR) e
o acido caurendico, presentes nas folhas e possuidores de atividades farmacoldgicas,
tais como anti-inflamatéria e expectorante. A CMR é relatada como o marcador
quimico desta espécie e é responsavel, parcialmente, pelos efeitos farmacoldgicos
descritos (ALMEIDA et al, 2017; BRASIL, 2018a). Encontram-se também nas folhas
de M. glomerata terpenos e acidos organicos, dentre eles substancias como o acido
cinamoilgrandiflérico, estigmasterol, lupeol, &cido clorogénico, acido dicafeoilquinico,
dentre outros. Nos caules da M. glomerata foram isolados os compostos: friedelina,
acido caurendicos, acido grandiflorico, e nos 6leos essenciais o espatulenol, como
composto majoritario (NAPIMOGA; YATSUDA, 2010; CZELUSNIAK et al, 2012;
SILVA, 2012).

A cumarina (1,2-benzopirona) é sintetizada nos vegetais a partir do acido
cinamico, proveniente da rota do acido chiguimico, apés sofrer uma orto-hidroxilacéo
seguida de uma orto-glicosilacao e isomerizagao cis/trans, que induz a lactonizagéo e
formacao final da CMR (Figura 3) (CZELUSNIAK et al, 2012). Na fisiologia das plantas
ela atua como antioxidante e inibidor enzimatico, estando envolvida em processos
como a respiracdo, a fotossintese, o crescimento das espécies e atuando na defesa

contra infecgcbes (FRANCO et al 2021). A CMR é descrita como um dos principais
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responsaveis pelas atividades farmacoldgicas da espécie em estudo. O composto
esta presente em aproximadamente 0,5% das folhas secas, € utilizada no controle de
qualidade da producdo dos extratos e confere aroma caracteristico as folhas das
plantas medicinais (CZELUSNIAK et al, 2012).

Figura 3: Rota Biossintética e estrutura quimica da cumarina.
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Fonte (adaptado): ABREU; SANTOS; KAISER, 2007.

Na literatura pode-se observar o potencial anti-inflamatério de diferentes
derivados cumarinicos em modelo de edema de pata induzido por carragenina, onde
ratos tratados com derivados cumarinicos apresentaram protecdo de até 45% na
formacdo do edema em até trés horas apos o estimulo (EL-HAGGAR; AL-WABLI,
2015). Esses derivados apresentam acao inibitéria, através da ligagdo com o sitio
ativo da enzima ciclooxigenase-2, o0 mesmo onde atua o farmaco indometacina (LU et
al, 2016; SIRIVASTAVA et al, 2016). Também atuam na inibicdo da ativacao de
leucécitos polimorfonucleares, reducédo na producdo do mediador inflamatoério xido
nitrico, bem como, TNF-a, IL-1B, IL-6 em cultura de células RAW264.7 estimuladas
com lipopolissacarideos (LPS), com evidéncias de atuacdo na via de sinalizacao NF-
KB/MAPK (LI et al, 2013; JANG et al, 2014; ISHITA et al, 2015; FRANCO et al 2021).

Embora a monografia especifica da espécie M. glomerata aponte a CMR como
metabdlito secundario majoritario e, por tal motivo, ser o marcador quimico da espécie
em questao (BRASIL, 2018a), um estudo feito por Almeida e colaboradores (2017)
mostrou um perfil quimico diferente das folhas da M. glomerata. De acordo com um

estudo sazonal, avaliando variacdes de umidade, temperatura, oferta de agua e
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incidéncia de luz solar, foram apontados valores muito superiores de acido
dicafeoilquinico (acido 3,5-dicafeoilquinico), seguido de acido clorogénico (acido 3-O-
cafeoilquinico), quando comparado aos valores de CMR (ALMEIDA et al, 2017,
BRASIL, 2018a).

O &cido cafeoilquinico e o &cido dicafeoilquinico na verdade sdo compostos
gue integram o grupo dos acidos clorogénicos. Estes acidos sdo compostos fendlicos
sintetizados nos vegetais pela via do acido chiquimico, através da esterificacdo do
acido quinico (OLIVEIRA; BASTOS, 2011). O acido 3-O-cafeoilquinico é composto
pela esterificagdo do acido quinico com uma Unica molécula de &cido caféico, e o
acido 3,5-dicafeoilquinico pela esterificacdo de duas moléculas do &cido caféico,
conforme figura 4 (MARIA; MOREIRA, 2004).

Figura 4: Rota biossintética e férmula estrutural dos acidos clorogénicos.
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Fonte (adaptado): OLIVEIRA; BASTOS, 2011; PUBCAM, 2017; PUBCAM, 2018.

A literatura jA descreve bem os efeitos e mecanismos anti-inflamatorios dos
acidos clorogénicos. Em modelo experimental in vivo de hepatite induzida por

Concanavalin A, animais pré-tratados por via oral com acido clorogénico (30 mg/kg)
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foram capazes de reduzir a expressdo de mRNA de algumas moléculas de adeséao
como ICAM-1, VCAM-1 e ELAM-1, atenuando a infiltracdo de macréfagos, neutrofilos
e linfécitos T CD4* no figado, e reduziram os valores das citocinas pré-inflamatorias
TNF-a e IFN-y, quando comparado aos grupos néo tratados (YUAN et al, 2017). No
mesmo trabalho ainda foi observada a capacidade do acido clorogénico em reduzir a
expressao do receptor Toll-like 4, e inibir a ativacdo de IRAK-1, NF-kB e MAPK (YUAN
et al, 2017). O &cido clorogénico (12,5; 25 e 50 ug/mL) foi ainda capaz de inibir a
expressdo de TNF-q, IL-1B, IL-6, e a ativacdo de NF-kB p65 fosforilado, em células
mamarias epiteliais bovina estimuladas com LPS, demonstrando a interrup¢éo de via
de ativacdo do fator de transcricdo pro-inflamatério NF-kB, corroborando os dados
vistos in vivo (GAO et al, 2018).

Podemos supor que essas substancias ja identificadas na espécie em estudo,
estejam associadas aos efeitos farmacoldgicos observados. No entanto, como é
observado na literatura, ndo ha um padrdo bem definido nas proporcdes de
apresentacao de cada uma dessas substancias em produtos comercializados e o seu
real comprometimento nos efeitos terapéuticos. Supfem-se que uma espécie
possuindo CMR em concentracdes reduzidas na época da florada pode apresentar

uma atividade anti-inflamatoria comprometida (ALMEIDA et al, 2017).
1.3 Controle de qualidade de fitoterapicos no Brasil

Sabe-se que 0s extratos vegetais podem apresentar em sua COmpoSIGCao
quimica uma grande variabilidade devido a fatores ambientais e climéticos
(HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003). Por isso € necessario a continuidade de
estudos que assegurem o0s parametros de qualidade de drogas e dos derivados
vegetais produzidos a partir das plantas medicinais, como € recomendado pela
Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n° 26 de 2014, que dispde sobre o registro
de medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2014c).

Os medicamentos fitoterdpicos podem ser manipulados ou industrializados,
de acordo com a legislacdo brasileira, e ainda podem ser destinados ao uso humano
ou veterinario, sendo regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA),

respectivamente. A manipulagdo de medicamentos para uso humano é realizada em
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farmacias autorizadas pela Vigilancia Sanitaria do estado ou municipio, devendo
seguir as normas de boas praticas de manipulacdo de preparacdes magistrais e
oficinais (BRASIL, 2008; BRASIL, 2015a).

Com o intuito de aperfeicoar o marco regulatorio, a legislacao brasileira que
dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos foi atualizada em 2014, através
da RDC n° 26, permitindo um melhor acompanhamento do desenvolvimento
tecnologico e cientifico acerca do assunto, e possibilitando a ampliacdo do acesso
destes produtos a populacdo. Apenas os medicamentos fitoterapicos industrializados
para uso humano séo registrados junto a ANVISA, e é através deste registro que o
Ministério da Saude garante a eficacia, seguranca, e qualidade do produto, apoés
avaliacdo de requisitos de carater juridico-administrativo e técnico-cientifico (BRASIL,
2015a).

A legislacdo vigente preconiza para a droga vegetal, a confirmacdo da
identidade botanica, sua integridade, e analise das caracteristicas organolépticas, teor
de umidade e cinzas totais, presenca de material estranho como contaminantes
micros e macroscopicos, incluindo fungos, bactérias e micotoxinas, e metais pesados.
O local da coleta, e se foram usados ou ndo métodos para a eliminacdo de
contaminantes, também devem ser reportados. E ainda necessario, ser apresentada
uma andlise qualitativa e quantitativa dos marcadores, sendo que o controle
quantitativo destes pode ser substituido pelo controle biol6gico da atividade
terapéutica (BRASIL, 2014d; BRASIL, 2015a).

J& para o derivado vegetal e o produto final devem ser informados as partes
da planta que foram empregadas, os métodos de extracdo utilizados, os solventes,
excipientes ou veiculos utilizados no processo extrativo, a relagcdo aproximada droga
vegetal/ derivado vegetal, os ensaios de pureza e integridade, e os testes fisico-
quimicos empregados, além do perfil cromatografico e quantificacdo dos marcadores.
Para o produto final, o controle de qualidade ira variar de acordo com a forma
farmacéutica, mas sempre exigindo em todas, as analises de integridade e
estabilidade do produto (BRASIL, 2014d; BRASIL, 2015a).

Além dos critérios mencionados anteriormente, a ANVISA, através da RDC n°
105 de 2016, que incorporou 0 anexo V a RDC 26 de 2014, e da RDC 235 de 2018
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preconiza que a partir do dia 25 de agosto de 2019, deverao ser realizadas analises
de residuos de duzentos e cinquenta agrotoxicos em todas as peticdes de registro e
pés-registro de medicamentos fitoterapicos. As andlises deverédo ser feitas, tanto para
droga vegetal como para o derivado vegetal e o produto final. Apenas os produtos
provenientes de uma agricultura organica, mediante comprovacéo, ficam isentos da
andlise. (BRASIL, 2016b; BRASIL, 2018b).

Em torno de 60% da populacdo do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL)
utiliza plantas medicinais nos dias atuais. E como muitos pesticidas tém estrutura
similar aos metabdlitos secundarios, esses sao facilmente extraidos em conjunto
(HEINZEN, 2017). E provavel que os motivos citados anteriormente sejam os
responsaveis pelos quais nove dos agrotdxicos mais comercializados do pais estejam
presentes na RDC n° 105 de 2016, que dispdes sobre o0s agrotdxicos que deverao ser
analisados no processo de producao de derivados vegetais (BRASIL, 2015b; BRASIL,
2016b).

A monografia da M. glomerata (BRASIL, 2018a) aponta para alguns ensaios
analiticos na avaliacdo da qualidade da droga vegetal, derivado e produto final.
Embora a maioria destes ensaios ndo esteja especificamente determinados, a
monografia aponta alguns dos ensaios que deverdo ser realizados de acordo com a
literatura ou com os métodos preconizados pela 62 edicdo da Farmacopeia Brasileia.
No caso da tintura alguns dos ensaios preconizados, ndo s6 pela monografia e pela
farmacopeia, mas também pela RDC 26/2014, sao: analise de caracteres
organolépticos, determinacdo de contaminantes comuns, microbiolégicos, de
micotoxinas, metais pesados, andlises fisico-quimicas (residuo seco, pH, teor
alcoolico e densidade relativa), e identificacdo e quantificacdo de marcadores
quimicos (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2014c; BRASIL, 2014d; BRASIL, 2018a; BRASIL,
2019a; BRASIL, 2021a).

Alguns estudos ja foram realizados avaliando a qualidade de folhas e tinturas
de M. glomerata. Em trabalho de Osorio (2002), ap6s avaliar o teor de CMR em
tinturas comercializadas foi encontrada uma variagéo de 0,10 mg/ml até 0,72 mg/ml
deste marcador, sendo que a tintura padrao deste trabalho apresentava um teor de
1,27 mg/ml. Resultados similares foram obtidos por Alvarenga e colaboradores (2009),
avaliando 3 diferentes amostras de tintura, observou-se que todas exibiam odor
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aromatico proprio, mas possuiam cores e aspectos diferentes. No mesmo estudo,
concentracfes do marcador quimico, CMR, variaram de 0,72% a 0,15%, mostrando a
variabilidade com que esse principio ativo se encontra em produtos comercializados
(ALVARENGA et al, 2009).

Alguns autores citam que apesar da 12 edicdo do FFFB preconizar o uso da
tintura de M. glomerata a 20% p/v (BRASIL, 2011), foi constatado concentracdes
diferentes em algumas tinturas comercializadas na época que este documento era a
versdo mais atualizada (OSORIO, 2002; ALVARENGA et al, 2009). Atualmente, a
tintura preconizada na 22 edicdo do FFFB, é a de 10% p/v. (BRASIL, 2021a). Essa
diferenca de concentracdo pode levar a variacdes nos efeitos farmacoldgicos
desejados, no entanto ndo ha descricdo na literatura do impacto da influéncia dessas
variacfes na atividade terapéutica. Até o presente momento ndo ha nenhum estudo
nacional mostrando a presenca de contaminantes inorganicos ou residuos de

agrotoxicos em amostras de M. glomerata.

1.3.1 Agrotoxicos

Com a crescente popularizacao das plantas medicinais nos ultimos vinte anos,
através do uso de formulacdes caseiras, fitoterapicos, produtos farmacéuticos
sofisticados ou cosméticos, as preocupacdes ndo sé com a eficacia, mas também com
a seguranca desses produtos foram intensificadas (BESIL et al, 2017). No ano de
2016, o Ministério da Saude brasileiro, com o intuito de garantir a seguranca dos
medicamentos a base de plantas medicinais em todos os ambitos possiveis, instituiu
a RDC n° 105 com os agrotoxicos que deveriam ter seus residuos investigados a partir
do inicio de 2018, sendo que esse prazo foi alterado posteriormente, pela RDC
235/2018, para agosto de 2019 (BRASIL, 2016b; BRASIL, 2018b).

O Decreto-lei n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei n°

7.802, de 11 de julho de 1989, define agrotoxicos e afins como:

"produtos e componentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de

outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais,
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cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim
de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento”.

Os agrotéxicos ou defensivos agricolas, também sdo conhecidos como
praguicidas, pesticidas e biocidas (BRASIL, 1989; BRASIL, 2002), podem ser
classificados de acordo com 0s grupos quimicos, o grau toxicoldgico, pela finalidade
a qual se destinam ou pelo modo de acdo, conforme demosntrado no quadro 1
(PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003; WHO, 2007; SESA, 2018).

O Brasil, desde 2008, possui o titulo de um dos maiores consumidores de
agrotéxicos do mundo. De acordo com o Sistema de Agrotdxicos Fitossanitario
(AGROFIT), que é uma plataforma de consulta publica composta por um banco de
dados de agrotoxicos registrados no MAPA, e com informacdes fornecidas pela
ANVISA e pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), no ano de 2017, havia 1.846 produtos comerciais registrados
no Brasil, sendo 424 ingredientes ativos (agente quimico, fisico ou biolégico que
confere eficacia aos agrotoxicos). Desse total, a classe com o maior nimero de
registro é o de herbicidas (476), seguido pelos inseticidas (398) e fungicidas (383)
(BRASIL, 2018c). Entre os anos 2018 a 2021 foram registrados mais 1.978 produtos,
superando o nimero de todos os anos anteriores somados (UFMG, 2021).

No ano de 2014 foi registrada a maior incidéncia de intoxicagcdo por
agrotoxicos no Brasil (6,26 casos por 100 mil habitantes) no Sistema de Informacdes
de Agravos de Notificagdo (Sinan). Isso, sem levar em consideragdo os casos de
subnotificacdo ou de intoxicacao por exposicdo cronica, o que dificulta o diagndstico.
No periodo de 2007 a 2015, dados do Relatério Nacional de Vigilancia em Saude de
Populagcbes Expostas a Agrotoxicos, apontaram 84.206 casos de intoxicagdo por
agrotoxicos registrados no pais, sendo 1.955 no estado do Rio de Janeiro. Os raticidas
foram a classe responsavel pela maioria das intoxicacbes (42,1%), seguido dos
agrotoxicos de uso agricola (36,5%) (BRASIL, 2018c). Dados do Sinan,
disponibilizados no TABNET, dos anos de 2016 até maio de 2022, informam a

notificacdo de 68.415 casos de intoxicacao por defensivos agricolas, sendo 2.191
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casos no estado Rio de Janeiro. Do total nacional os agrotoxicos agricolas passaram

a ocupar a primeira posicao de notificacdes com 44,1% (BRASIL, 2022b).

Quadro 1: Classificacdo dos agrotoxicos de acordo com 0S grupos quimicos, o grau
toxicoldgico e pela finalidade a qual se destina.

Tipo de Subclassificacdo Exemplos

Classificacéao

Classe |: extremamente toxico Abamectina, Paraquat, Brometo de
metila, Carbendazim.

Quanto ao
_ . Classe IlI: Altamente téxico Clorpirifés, Propoxur
risco & sande Classe Ill: Medianamente toxico | Acefato, Malationa, [ambda-
cialotrina, Mancozebe, Tiram.
Classe IV: Pouco toxico Glifosato
Abamectina, Acefato, Malationa,
Inseticidas Clorpirifés,  Propoxur, lambda-
cialotrina, Brometo de metila.
Fungicidas Carbendazim, Dimetomorfe,
Quanto a Mancozebe, Brometo de metila.
finalidade Herbicidas Glifosato, Paraquat, Brometo de
metila.
Acaricidas Abamectina, Acefato, Malationa,
Mancozebe.

Desfolhantes

Outros (fumigantes, raticidas, | Clorpirifés, Brometo de metila.

moluscicidas, nematicidas,

algicidas)

Organoclorados DDT, BHC, Aldrin, Dieldrin.

Osganofosforados Malation, clorpirifos, temefos,
Quanto a acefato, fenitrotion, paration,
estrutura metamidofés.
guimica Carbamatos e ditiocarbamatos Carbofuram, aldicarbe e propoxur;

mancozebe e tiram.
Piretroides Deltrametrina, cipermetrina,

lambda-cialotrina e permetrina.

Fonte (adaptado): PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003; WHO, 2007; SESA, 2018.

O grau de intoxicacdo varia de acordo com o tempo de exposi¢cdo e com 0
grau toxicologico de cada substancia ativa presente nas formulagdes dos produtos
agrotoxicos (BRITO; GOMIDE; CAMARA, 2009). No quadro 2 pode-se observar os
sintomas da intoxicacdo dos ativos, por grupamento quimico, mais encontrados em
alimentos através do Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos

(PARA) da ANVISA. Os sintomas apresentados comprometem diversos tecidos ou
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sistemas do corpo humano, manifestando-se através de sinais clinicos como vémitos,
espasmos musculares e convulsdes, em casos de intoxicacdo aguda, e lesbes
hepéticas, fibrose muscular, teratogéneses e cénceres, em casos de exposicdo
cronica (BRASIL, 2015c).

Quadro 2: Classificacao e efeitos/ou sintomas agudos e cronicos de algumas classes

de agrotoxicos.

SINTOMAS DE SINTOMAS DE
PSGCEA GRUPO QUIMICO INTOXICACAO INTOXICACAO CRONICA
CONTROLA AGUDA
Fraqueza, célicas Efeitos neurotoxicos
Organofosforados | abdominais, vomitos, | retardados, alteracfes
e carbamatos espasmos cromossomiais e dermatites
Inseticidas musculares e de contato
convulsdes
Nauseas, vomitos, Lesdes hepdticas, arritmias
contracles cardiacas, lesdes renais e
Organoclorados . S
musculares neuropatias periféricas
involuntarias
Irritacdes das Alergias, asma brbnquica,
L. conjuntivas, espirros, | irritacdes nas mucosas,
Piretréides L . L
excitacao, hipersensibilidade
sintéticos convulsbes
Tonteiras, vomitos, Alergias respiratoérias,
Fungicidas Ditiocarbamatos tremores musculares, dermatite, doenca de
dor de cabeca Parkinson, canceres
Fentalamidas - Teratogéneses
Dificuldade Canceres, cloracnes
Herbicidas Dinitrof_eréis e rgspiratér?a,
pentaciclorofenol hipertermia,
convulsbes
Perda de apetite, Inducédo da producéo de
Fenoxiacéticos enjoo, vomitos, enzimas hepaticas, canceres,
fasciculacéo teratogéneses
muscular
Sangramento nasal, LesOes hepaticas, dermatites
Dipiridilos fraqueza, desmaios, de contato, fibrose muscular
conjuntivites

Fonte (adaptado): BRASIL, 2015c.

Com o aumento da demanda por plantas medicinais e seus derivados, e
consequentemente de uma producgéo agricola mais intensa de ervas, do que a coleta
tradicional praticada por séculos, os niveis de investimento e desenvolvimento em

técnicas de cultivo para maximizar os lucros também foram elevados (BESIL et al,
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2017). Técnicas como o uso de fertilizantes para o desenvolvimento das espécies ou
pesticidas para protegé-las contra pragas aumentaram de forma exponencial (WHO,
2007; TRIPATHY et al, 2016).

No Brasil s6 € permitido o uso de agrotoxico em plantas medicinais se aquele
produto estiver registrado especificamente para aquela espécie medicinal. Em nossa
atualidade s0 ha registro para plantas medicinais se aquela também for destinada ao
uso como alimento, sendo exemplos o gengibre, o alho, a hortela e etc. O cultivo ideal
para plantas medicinais € o organico, onde ja sdo estabelecidas as substancias
quimicas, biologicas e agrotoxicos registrados como produtos fitossanitarios
aprovados para 0 uso em espécies vegetais (BRASIL, 2019b). Nos anexos V, VIl e
VIIl da Portaria n® 52 de 2021, constam as substancias e produtos, com suas
respectivas especificagdes, que podem ser utilizados como produtos fitossanitarios
em culturas organicas durante e apos a colheita (BRASIL, 2021b). Mesmo em culturas
organicas, os defensivos agricolas podem alcancar as plantas pela aplicacdo por
pulverizacdo em hortas vizinhas, e do solo contaminado e até mesmo durante a

colheita e armazenamento do produto (BESIL et al, 2017).

Malinowska e Jankowski (2015) comprovaram a presenca de dois fungicidas
(difenilamina e tebuconazol) e um inseticida (clorpirifés) em trés ervas medicinais
usadas na Polbnia. Foi encontrada a presenca de clorpirifés em duas das doze
amostras de Cassia angustifolia utilizadas na medicina tradicional da india
(TRIPATHY et al, 2016). Amostras comerciais de Calendula officinalis, bastante
utilizadas em creme e lo¢des, por mulheres em periodo de amamentacéo, tiveram as
substancias imidacloprido, metalaxil, pirimifés metilico e atrazine detectadas em
analise multi-residuos de agrotoxico (BESIL et al, 2017). E em algumas outras ervas
medicinais, como a Camomila e o Ginseng, de uso bastante comum, também foram
encontrados residuos de pesticidas (ABOU-ARAB; ABOU-DONIA, 2001; DURGNAT
et al, 2005). E com um resultado bastante expressivo, Wang e colaboradores (2021)
recentemente analisaram 1.017 amostras comerciais de 10 diferentes espécies
vegetais utilizadas na medicina tradicional chinesa. Destas, 113 (13,2%) continham
pelo menos um residuo de agrotoxico e 773 (76%) continham multiplos residuos. E
das 84 substancias encontradas, o carbendazim (35,7%) e clorpirifés (32,1%) eram
os mais recorrentes (WANG et al, 2021).
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No Brasil, em trabalho de Rodrigues e colaboradores (2007), foi empregada a
técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
para a deteccdo de alguns pesticidas em folhas de Mikania laevigata, Maytenus
ilicifolia e Cordia verbenacea, de um campo experimental em Paulinia, S&do Paulo.
Dentre os achados, foi detectada a contaminacédo com 4,4’-DDE e com dieldrin acima
dos limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos na Farmacopeia Européia
(RODRIGUES et al, 2007). Outro trabalho ja havia demonstrado a presenca de
residuos de dieldrin, lindano, tetradifon, malation, clorotalonil e p-endosulfan, em seis
amostras comerciais de Passiflora sp., de diferentes estados brasileiros, através de
analises por CG (ZUIN; YARIWAKE; BICCHI, 2003). Somado a isso, alguns autores
brasileiros tém apontado para a possibilidade de producgbes agricolas de plantas
medicinais estarem contaminadas de forma direta ou indireta por residuos de
agrotoxicos (PIGNAT; MACHADO; CABRAL, 2007; RODRIGUES et al, 2007,
FERREIRA et al, 2014).

Das substancias encontradas, destaca-se a presenca do clorpirifés por ser
recorrente nos trabalhos, e por ser um inseticida organofosforado de grau toxicologico
I, altamente toxico por via oral, e com 26 produtos registrados no AGROFIT (BRASIL,
2018c; BRASIL, 2021c). E um inibidor da enzima acetilcolinesterase que pode
prolongar certos tipos de sinapses nervosas resultando em broncoespasmos, paralisia
do musculo estriado, taquicardia, convulsdes, depresséao respiratoria podendo levar
ao 6bito, ainda mais quando considerado o efeito sinérgico que exerce junto com
outros organofosforados e carbamatos (DOW AGROSCIENCES INDUSTRIAL LTDA,
2018). O 4,4-DDE e o dieldrin sdo pesticidas organoclorados resultantes da
degradacédo do DDT e do Aldrin, respectivamente. Os efeitos do 4,4’-DDE a saude
humana ndo sdo descritos na literatura, mas o DDT e o Aldrin, que ja ndo sdo mais
permitidos no Brasil, apresentam alta lipossolubilidade, assim como o Dieldrin,
persistindo no ambiente e no tecido adiposo de animais e humanos, podendo causar
convulsdes e carcinogénese. Essas substancias ja foram encontradas no sangue
humano, no leite materno, no tecido placentario e corddo umbilical (D’MATO,
TORRES, MALM, 2002; USA, 2002).

Os riscos a saude podem ser minimizados ao assegurar que as plantas
medicinais e seus derivados contaminados com substancias potencialmente nocivas

nao alcancem a populacéo. E isso pode ser realizado com a investigacao da qualidade
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dessas espécies antes mesmo de alcancarem o mercado (WHO, 2007). As agéncias
reguladoras de medicamentos do Brasil apresentam preocupacdes quanto a esta
questao, e a propria OMS recomenda que estas andlises sejam incluidas no processo
de registro dos fitoterdpicos (WHO, 2007; BRASIL 2016b).

A maioria dos trabalhos presentes na literatura descrevem a validacao de
meétodos para analise de agrotdéxicos em plantas medicinais, mas poucos trabalham
com produtos acabados ou com a analise da qualidade de amostras comercializadas
em seus respectivos paises ou estados (QIN et al, 2015; TAHA, GADALLA, 2017).
Essa é uma area de estudo pouco explorada e ndo ha até o momento nenhum trabalho
nacional analisando a presenca de contaminantes inorganicos ou de residuos de

agrotoxicos em amostras ou derivados de M. glomerata.
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2. RELEVANCIA

Os medicamentos fitoterapicos e seus insumos devem ser caracterizados pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, bem como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade (BRASIL, 2019c). Muitos autores vém discutindo a
qualidade das plantas medicinais e da matéria-prima vegetal disponiveis no mercado
brasileiro e considerando-a aquém dos padrdes exigidos pela legislacado vigente
(OGAVA et al, 2003; ROCHA; SOARES; CORREA, 2004; NASCIMENTO et al, 2005;
MELO et al, 2007; GUIMARAES et al, 2007; ALVARENGA et al, 2009; GINDRI;
LAPORTA; SANTOS, 2012; LEAL-COSTA et al; 2018; LOPES et al, 2019). Em
trabalho de Silva e colaboradores (2006), esse problema ja havia sido apontado no
Programa Farmécia Viva de Maracanau (CE), onde ndo era possivel observar o
controle de qualidade dos medicamentos manipulados, principalmente por ndo haver
padrdes de referéncia disponiveis para efetuar as andlises, admitindo a necessidade
de estudos para garantia da qualidade, eficacia e seguranca dos fitoterapicos
desenvolvidos e sugerindo uma parceria com a rede publica, institutos e universidades

locais para resolver este problema.

A M. glomerata vem sendo utilizada pela populacao e por empresas privadas
e publicas, sendo que a Secretaria Municipal de Saude do Estado do Rio de Janeiro,
através das Farmacias Vivas, faz a distribuicdo da espécie em estudo para uso
terapéutico complementar em forma de tintura e xarope sendo largamente utilizado
no tratamento de doencas respiratérias como: bronquite, asma, tosse, gripes e
resfriados, devido as suas propriedades como expectorante, broncodilatador, anti-

inflamatorio e antipirético.

Os fitoterapicos podem ser tao eficazes quanto os medicamentos produzidos
com ativos oriundos de sintese quimica, por isso a transformagéo de uma planta em
um medicamento deve priorizar a preservacao da integridade quimica dos principios
ativos e por consequéncia, a acao farmacologica do vegetal, garantindo a constancia
da acéo biologica desejada (TOLEDO et al, 2003). Somando isso ao fato de que tem
sido cada vez mais comum a adulteragdo intencional da matéria-prima vegetal,
através da substituicdo da espécie por outra ndo farmacopeica, devido a dificuldade

de obtencdo da mesma, ou apenas por outra espécie apresentar um valor econémico
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inferior, fica clara a necessidade da padronizacdo desses medicamentos (BRASIL,
2018a).

Diante desses fatos, atualmente, essa padronizacao € realizada com base no
teor de uma substancia marcadora presente no derivado vegetal ou produto final,
indicando que se a mesma estiver presente em quantidade apropriada também os
demais componentes estardo igualmente representados (DAVID; NASCIMENTO,;
DAVID, 2004). No caso da M. glomerata, este possui um marcador quimico que esta
relacionado a atividade farmacolégica da CMR, no entanto, na monografia
farmacopeica nao constam descri¢cdes de limites estabelecidos que padronizem sua
eficacia terapéutica. Alguns limites podem ser sugeridos, de acordo com o que ja foi
observado na literatura, mas ndo ha até o momento uma relacédo entre limite minimo

do marcador quimico e sua eficacia.

Desta forma, atendendo as RDCs n° 26 de 05/2014 e 105 de 09/2016, é
importante avaliar as condi¢cdes que se encontram os derivados vegetais a base de
M. glomerata comercializados no Estado do Rio de Janeiro, com o uso de analises ja
preconizadas pela Farmacopeia Brasileira e associadas a ensaios farmacoldgicos de
atividade. Visto que este é um dos fitoterapicos mais comercializados no Brasil e por
empresas privadas, sendo o0 que possui 0 maior numero de licencas pela ANVISA, e
também é distribuido pelo programa de Farmacias Vivas do Estado do Rio de Janeiro,
dentro do Programa de Préticas Integrativas e Complementares (AMORIN, 2015;
CARVALHO, 2018).
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3. OBJETIVO

Avaliar a qualidade de tinturas a base de Mikania glomerata, comercializadas
no Estado do Rio de Janeiro, utilizando ensaios preconizados em sua monografia,
seguindo critérios da RDC 26/2014 e RDC 105/2016, associados a ensaios de

atividade farmacoldgica.

3.1 Objetivos especificos

- Preparar uma tintura a base de Mikania glomerata a fim de obter um padré&o

para utilizacdo nos estudos;

- Analisar o0 marcador quimico cumarina nas amostras de tintura adquiridas no

comeércio;

- Desenvolver e validar método multirresiduo para determinacao quantitativa de

residuos de agrotdxico na matriz tintura de Mikania glomerata,

- Analisar residuos de agrotéxico utilizando o método validado nas amostras de

tintura adquiridos no comércio;

- Analisar as caracteristicas organolépticas, o residuo seco e a contagem total

de microrganismos nas amostras de tintura adquiridos no comércio;

- Avaliar a acdo farmacoldgica das tinturas obtidas no comércio no modelo
inflamatério de pleurisia alérgica com ovalbumina, observando-se os parametros de

celularidade;

- Avaliar a acdo farmacologica das tinturas obtidas em modelo in vitro,

observando-se o parametro de producdo do mediador inflamatdério 6xido nitrico;

- Analisar de forma comparativa os resultados dos ensaios farmacolégicos

associados a quantificagdo dos marcadores quimicos;
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4. METODOLOGIA
4.1 Droga vegetal e amostras de tintura

Foi empregada como droga vegetal padrao as folhas da espécie M. glomerata
coletadas no Horto da prefeitura de Volta Redonda. Uma exsicata, n® 2048 foi
depositada no herbario VOLRE do Centro Universitario Geraldo Di Biase, também em
Volta Redonda. Foram adquiridos 3 lotes de 5 diferentes tinturas a base de M.
glomerata comercializadas em farméacias magistrais no estado do Rio de Janeiro para
a realizacao dos ensaios comparativos. Este estudo esta registrado junto ao Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SisGen) com o nimero de cadastro: A9C7710.
4.2 Preparo do derivado vegetal

Em colaboragcdo com o Laboratério de Tecnologia de Produtos Naturais da
Universidade Federal Fluminense (LNTP-UFF), as folhas de M. glomerata foram
submetidas a secagem por 48 h em estufa a 50° C, com ventilacao forcada, e em
seguida trituradas em liquidificador. A tintura a 10% p/v foi obtida por maceracéo
convencional a frio da droga vegetal com etanol 70% v/v, por 14 dias, conforme
instrucdes da sua monografia especifica e do FFFB (BRASIL, 2018a; BRASIL, 2021a).
A tintura foi armazenada em frascos de vidro ambar em temperatura ambiente,
enquanto os frascos destinados a pesquisa de agrotoxico foram submetidos a

temperatura de 2 a 8° C.
4.3 Analise de rétulo

Para os 3 lotes de 5 Marcas diferentes de tinturas a base de M. glomerata
adquiridas comercialmente, no estado do Rio de Janeiro, foram avaliados conforme o
preconizado pelas RDC 67/2007 (Dispde sobre Boas Praticas de Manipulacdo de
Preparacdes Magistrais e Oficinais para Uso Humano em farmacias), RDC 71/2009
(Estabelece regras para a rotulagem de medicamentos) e RDC 18/2013 (Dispbe sobre
as boas praticas de processamento e armazenamento de plantas medicinais,
preparacao e dispensacéo de produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais e
fitoterapicos em farméacias vivas no ambito do Sistema Unico de Satide) (BRASIL,
2007; BRASIL, 2009b; BRASIL, 2013).
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4.4 Caracterizacdo organoléptica

As amostras de tinturas foram analisadas quanto a cor, aspecto, odor e
amargor, a partir dos parametros descritos pela Farmacopeia Brasileira. A avaliagéo
da cor e do aspecto dos liquidos foi executada por comparacgédo da solucdo sob analise
preparada conforme instrucdes na monografia (TR). As amostras foram transferidas
para tubos de ensaio de vidro transparente e uniformes, utilizado volumes de 5 mL.
Os tubos foram observados longitudinalmente contra fundo branco, sob luz difusa em
temperatura de 25 °C (BRASIL, 2019d).

As amostras foram transferidas para recipiente de vidro e inaladas devagar e
repetidamente. A intensidade do odor foi classificada segundo as caracteristicas:
nenhum, fraco, distinto ou forte; e, a seguir, em relacéo a sensa¢ao causada pelo odor:
aromatico ou caracteristico, frutado, mofado ou rangcoso. Quanto ao sabor, foi levado
a boca 10 mL da solucdo e passada de um lado para o outro por baixo da lingua
durante 30 segundos. Logo em seguida ao desprezo das amostras, foi feito um
enxague bucal com agua potavel e aguardado de 10 minutos para testar a solugcédo
subsequente. As amostras foram analisadas por um Unico avaliador (BRASIL, 2019d).

4.5 Determinacao do residuo seco

Em uma balanca analitica (EDUTEC/EEQ9003F-B) foi pesado, rapidamente e
com exatiddo, 2 mL de tintura, em duplicada, em beckers de 20 mL previamente
tarados. Evaporou-se todo o solvente em banho de agua e secou-se em estufa
(Thermo Scientific/Heratherm OMH100) a 105 °C durante 2 horas. Apls o
resfriamento em dessecador com a presenca de silica gel azul, o peso foi anotado e
retornado a estufa por mais 30 min. Esse procedimento foi repetido até se obter peso
constante nas ultimas 3 pesagens. O resultado foi expresso em mg/mL e em
porcentagem das médias (BRASIL, 2010a, BRASIL, 2019d).

4.6 Investigacdo microbioldgica.

Observando os limites farmacopeicos para o produto acabado tintura, foi
realizada a contagem total de bactérias aerdbias e de fungos/leveduras, assim como
a investigacdo da presenca de Salmonella sp. e Escherichia coli, utilizando as

metodologias descritas na Farmacopeia Brasileira 62 ed (2019d).
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Realizando uma diluicéo seriada (101, 102, 10 e 10%), 1 mL das amostras foi
diluido em 9 mL de caldo caseina. Utilizando o método de semeadura em
profundidade, 1 mL de cada diluicédo foi colocado no fundo de uma placa de Petri e
cobertos com 15 mL do Agar Triptona de Soja (TSA), para determinagdo do nimero
de bactérias aerébicas. As diluices 10! e 10?2 também foram semeadas por
profundidade utilizando 15 mL do Agar Sabouraud-dextrose (SAB), para a
determinacao de fungos e leveduras. Apoés solidificacdo do &gar, que até o momento
da semeadura estavam sendo mantidos de 45 a 50° C em banho-maria, as placas
foram vertidas e incubadas (TSA por 5 dias a 32,5° C e SAB por 7 dias a 22,5° C)
(BRASIL, 2019d).

Para a pesquisa de inibidor microbiano, 1 mL da amostra diluida em caldo
caseina, na diluicdo 10, foi colocado em novo tubo contendo 8 mL de caldo caseina
e 1 mL de solucdo de referéncia de Salmonela sp. ou E. coli. As amostras
enriquecidas com os patégenos, assim como as amostras em diluicdo seriada, foram
incubadas por 24 h a 32,5° C (BRASIL, 2019d).

Por fim, para a investigacao da presenca de patdgenos especificos, apds 24h
de incubacdo do caldo caseina contendo a amostra 101, uma aliguota de 1 mL foi
adicionada a 100 mL de caldo MacConkey e outra aliquota de 0,1 mL adicionada a 10
mL do caldo Rappaport. Ambos foram incubados a 32,5° C por 24 h e 48 h,
respectivamente (BRASIL, 2019d).

4.7 Caracterizacao Fitoquimica

Para a caracterizacéo fitoquimica das tinturas, foi utilizada a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrofotometria de Ultravioleta (CLAE-
UV/VIS), partindo de metodologia ja validada para a espécie em estudo (AGUIAR,
2014). Os espectros de varredura de absor¢cao molecular na regido do UV/VIS foram
obtidos com auxilio de detector com arranjos de diodos (DAD) a 280 nm. As amostras
foram injetadas em triplicata, e o padréo de CMR (Sigma — Aldrich: 72609) foi utilizado
nas analises comparativas e na curva analitica (a faixa de trabalho utilizada foi de 2,41
a 14,46 pg/mL).

Condicdes cromatograficas do meétodo: coluna LiChorosorb RP-select B; fase

movel composta por metanol e acido trifluoracético 0,05 % v/v; temperatura 50° C;
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fluxo 0,8 mL/min; volume de injecdo de 30 pL. A tabela 1 mostra o gradiente de

solventes utilizado.

Tabela 1: Gradiente utilizado no método de identificacdo da cumarina na matriz tintura
de Guaco.

Tempo Bomba A Bomba B
(minutos) (Metanol grau CLAE) (TFA 0,05 % viv)
0 (inicio) 5% 95 %
0a45 95 % 5%
45 a 50 5% 95 %
50 a 60 5% 95 %

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

4.7.1 Equipamentos utilizados

e Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, fabricante Shimadzu com detector
ultravioleta-visivel (espectrofotométrico) com conjunto de diodos SPD-M10A,
forno CTO-20A, bomba LC-10AD e injetor automético SIL-20A. Programa
usado para aquisicdo de dados Class-vp®.

e Balanca analitica, fabricante Mettler Toledo, AX 205.

e Sistema de purificacao de agua Milli-Q, fabricante Milipore, modelo A-10.

e Aparelho de ultrasom, fabricante Branson, modelo 3210.

4.7.2 Insumos utilizados

o Agua grau CLAE (0,22 pym) (Milli-Q-Millipore)

e Metanol grau PA, fabricante Merck

e Acido trifluoracético (TFA) grau PA, fabricante Merck

e ColunaLiChorosorb RP-select B octadecilsilano (C18) 5 pm, (250 mm x 4,0 mm
diametro), fabricante Merck lote OB 310598

e Padrao de Cumarina (Sigma-Aldrich 72609)

4.8 Cultivo Celular

As células utilizadas nesse trabalho foram as linhagens de macréfagos murinos
J774A.1 e pulmonares AMJ2-C11 (BCRJ - cédigo 0121 e 0039, respectivamente),
obtidas do cultivo em meio de cultura DMEM (Sigma-Aldrich: D5648-1L)
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suplementado com 10% de soro fetal bovino [SFB (Sigma-Aldrich: F9665)] e 1% de
penicilina e estreptomicina e anfotericina B (Gibico: 0550). Foram utilizadas também,
as células primérias extraidas da medula de camungongos Swiss e cultivadas em
meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich:R6504), suplementado com 18% de meio
condicionado, 10% SFB, 1% de glutamina (Sigma-Aldrich: 59202c) e 1% de penicilina,
estreptomicina e anfotericina B. As células foram mantidas em estufa (Sanyo
Scientific/ COM-17AC) com 5% de CO, a 37° C.

4.8.1 — Extracdo de células primérias

Camundongos Swiss Webster foram eutanasiados, submergidos em alcool
70% e transportados para o fluxo laminar previamente esterilizado com a luz UV.
Ambos os membros inferiores foram removidos com o auxilio de material cirargico
estéril e armazenados em tubo contendo RPMI. A remocéo total dos tecidos muscular
e conjuntivo ocorreu em seguida, deixando apenas os 0ssos (pés e fibula foram
descartados). A tibia e o fémur foram separados na altura da rotula do joelho e um
pequeno corte foi realizado em todas as epifises para expor as medulas. Utilizando
uma seringa de 5 mL e uma agulha 22G, prosseguiu-se com o flush utilizando 10 mL
total de RPMI suplementado conforme as especificacdes do item 4.8. Apds a extracéo
das células, elas foram armazenadas em placas de 4 pocos (10 mL por poco). No 4°
dia ap6s a extracdo, mais 10 mL de meio suplementado foram adicionados a placa.
No 8°dia apds a extracdo, o sobrenadante foi descartado, os pogos foram lavados 2

vezes com PBS gelado e raspados para centrifugacéo e contagem de células.
4.9 Analise da viabilidade celular

Para avaliar a viabilidade celular, células das linhagens J774A.1 e AMJ2-C11,
foram centrifugadas por 8 min a 33570 g e ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura
para contagem em camara de Neubauer e ajuste de suspensdo para 1x10° cél/mL.
Em microplaca de 96 pocos as células foram incubadas (100 pL/po¢o) com 100 pL da
tintura referéncia (TR) e das tinturas comerciais (TCs), em quadruplicata, em
diferentes concentragfes, por 24 horas em estufa. Apos esse periodo 22 uL de MTT
(thiazolyl blue tetrazolium bromide — Invitrogen: M6494) foram adicionados em cada
poco, e a placa foi novamente incubada em estufa por um periodo de 4 horas (SILVA,

2009). A intensidade da absorbancia foi mensurada em leitor de microplaca
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SpectraMax®M5/ Molecular Devices a 550 nm, com valores processados pelo

programa SoftMax Pro 5.3.
4.10 Avaliacao da capacidade inibitéria da producéo de 6xido nitrico in vitro

Células das linhagens J774A.1 e AMJ2-C11, e cultura de células primarias
extraidas da medula de camundongos (Swiss Webster), diferenciadas em
macroéfagos, foram plaqueadas em placa de 96 pocos (2,5x10° cél/poco), e tratadas
com a TR e com as TCs 1 hora antes do estimulo com LPS (1 ug/mL — Sigma-Aldrich
055:B5). O microtubo com LPS, apos ser descongelado, foi submetido ao sonicador
(Unique - 1400) por 1 h antes de ser diluido. Apés 24 h de incubacdo em estufa, 50
pL dos sobrenadantes foram coletados para a avaliagdo da producéo de NO. Como
controle negativo foi utilizado o sobrenadante de macrofagos néo tratados e néo
estimulados, e como controle positivo o sobrenadante de macréfagos estimulados
com LPS e ndo tratados. A dosagem do NO foi realizada indiretamente através da
quantificacdo de nitrito, um metabdlito estavel do NO, sendo este determinado pelo
método colorimétrico de Griess (GREEN, 1982; PARK et al 2018). A curva do nitrito
foi preparada em 5 pontos de concentracdo (100; 50; 25; 12,5 e 6,25 yM) mais o
branco. Foram adicionados 50 pL do reagente de Griess em cada amostra e nos 5
pontos da curva, e apos 15 min, a absorbancia foi mensurada a 540 nm em leitor de
microplaca SpectraMax®M5/ Molecular Devices. Os valores foram processados pelo

programa SoftMax Pro 5.3.
4.11 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/c e
Swiss, com tempo de vida de 5 a 6 semanas, e peso médio variando entre 20 a 25 g,
oriundos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB-FIOCRUZ), Rio
de Janeiro, RJ, Brasil. Os animais foram mantidos sob condicdo constante de
temperatura (22 + 2° C) e umidade (55 + 5%), em ciclo claro/escuro de 12 h, e com

fornecimento de 4gua e comida ad libitum.

Os animais foram aclimatados por uma semana antes dos experimentos no
Servigo de Animais de Laboratorio do INCQS. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Fundagdo Oswaldo Cruz sob a
licenca LW-7/19.
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4.12 Pleurisia alérgica induzida por ovalbumina

Camundongos Balb/C foram imunizados por via subcutanea dorsal nos dias 0
e 7, com 200 pL de uma solucdo contendo 50 pg de ovalbumina (OVA) adsorvida em
5 mg de hidréxido de aluminio. No 13° dia, os animais sensibilizados foram colocados
na situacao de jejum por 10 h antes de receber os tratamentos. No 14° dia, os animais
foram tratados com a tintura de referéncia (TR) e com as tinturas comerciais (TCs) em
diferentes concentracdes por via oral 1 hora antes do estimulo intratoracico com OVA
(50 png em 100 pL de agua para injetavel). Para avaliacdo da pleurisia, os animais
foram eutanasiados 24 horas ap0s o estimulo e suas cavidades toracicas foram
lavadas com 1 mL de PBS (pH 7,4). A contagem de leucdcitos totais foi realizada
através de camara de Neubauer com diluicdo de 1:20 da amostra em corante de Turk,
e a contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada através de citoesfregacos
(centrifuga ALB 12 CC — INBRAS — 605 rpm/5 min), corados pelo método de May-
Grunwald-Giemsa (Kit Pandtico rapido — Laborclin), utilizando microscopio Nikon
Eclipse E100 (x40) para ambas as contagens (AGRA et al, 2016; MUYLAERT, 2018).

4.13 Analise estatistica dos ensaios farmacoldgicos.

Os resultados dos ensaios farmacologicos foram apresentados como média +
erro padrdo da média, e foram avaliados estatisticamente através da analise de
variancia (ANOVA) seguido do péds-teste Newman-Keuls-Student, considerando
significativo os valores de p < 0,05. Caso seja necessario, sera utilizado o teste “t” de
Student para realizar a comparacao entre 0os grupos controle e tratado. A ferramenta
empregada para fins estatisticos em todos os testes foi o software GraphPad Prism

5.01 em sistema operacional Windows 10.
4.14 Estudo de residuo de agrotoxicos

Para a andlise de residuo de agrotéxico na matriz tintura de M. glomerata,
primeiramente foi realizada a validagcdo do método analitico para posterior analise das
amostras comerciais. Utilizou-se o0 método de injecdo direta, descrita por Dias e
colaboradores (2019), 500 pL da TR foram diluidos em 500 puL de metanol com
acetonitrila  (ACN) 1:1 v/v. Apds, a tintura diluida foi filtrada com filtro de

politetrafluoretileno de 0,22 um em vial para analise cromatogréfica. (DIAS; et al, 2019)
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Conforme metodologia desenvolvida pelo Setor de Residuo de Agrotdxico do
INCQS/FIOCRUZ (BASTOS et al, 2013; QUINTAO, 2021), 330 ingredientes ativos
(IAs), utilizados como agrotéxicos, foram investigados por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massa sequencial (CLUE-
MS/MS). E para validacdo do método, foi utilizado como referéncia o guia da
comunidade europeia SANTE para a area de residuos de agrotoxicos (SANTE, 2020).
Apos, foi verificado quais dos IAs validados estdo presentes na "Lista de agrotoxicos
selecionados para analise”, descritos no anexo V da RDC 105/2016, assim como 0s
limites maximos permitidos pela Farmacopeia Brasileira em drogas vegetais (BRASIL,
2016b).

4.14.1 Equipamentos utilizados

e Balanca analitica, fabricante Metter Toledo, modelo AG:245.

e Sistema de purificacdo de agua, fabricante Merck Milipore, modelo Milli-
Q.

e Cromatografo liquido de ultra eficiéncia, fabricante Waters, modelo
ACQUITY UPLC. Equipado com um sistema binario de bombas, injetor
automatico, degaseificador e forno para a coluna.

e Detector espectrometro de massas sequencial, fabricante Waters,
modelo Quattro Premier XE equipado com uma fonte de ionizacao por
eletrospray (ESI) (Z-Spray) e estacao de trabalho MassLynxTM Versao
4.1

4.14.2 Insumos utilizados

e Agua grau CLAE (0,22 ym) (Milli-Q-Millipore).

e Metanol grau CLAE, fabricante Merck.

e Acetonitrila grau CLAE, fabricante Merck.

e Acido formico grau CLAE, fabricante Merck.

e Formato de aménio grau de analise, fabricante Fluka.

e Coluna cromatografica de fase reversa C18 com 1,7 um de tamanho de
particula esférica, 2,1 mm de diametro interno e 100 mm de
comprimento, fabricante Waters, modelo ACQUITY UPLC BEH.

e Pré-coluna C18 com 1,7 um de tamanho de particula esférica, fabricante
Waters, modelo VanGuard BEH.
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4.14.3 Analises por CLUE-EM-/EM

As fases utilizadas na etapa de eluicdo cromatografica, denominadas solucéo
Al e B1, sdo compostas, respectivamente, de 5 nmol/L de formato de ambnio, 1% de
acido foérmico, 10% de metanol em agua deionizada, e metanol em grau
cromatografico. Foram utilizadas também, duas fases moveis de limpeza de sistema,
identificadas como A2 e B2, compostas por 5% e 25% de metanol, respectivamente.
As fases moveis foram filtradas e degaseificadas antes da insercdo no sistema
cromatografico. As amostras processadas por CLUE-EM/EM seguiram um gradiente
de eluicdo inicial de 82,5% de A1 com rampa linear até 5,5% da mesma fase em curva
linear (Tabela 2). A corrida analitica durou 25 min com um fluxo de 0,3 mL/min.

Tabela 2: Gradiente de eluicdo empregado na coluna cromatografica ACQUITY UPLC
BEH C18.

1;:“““;[‘:)" AL (%) B1 (%)
0 82,5 17,5
17 55 04,5
20 55 94,5
25 825 175

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

Os demais parametros das condi¢cdes de analise utilizadas na validacdo do
método analitico para a matriz tintura de M. glomerata, podem ser encontrados no
quadro 3. O IA propoxur (0,02 pg/mL) foi utilizado como controlador do sistema
descrito abaixo. O processamento dos dados foi realizado usando o método
padronizado pelo setor de residuos de agrotéxico do INCQS
(UPLC_Agrotéxicos_2020 positivo).



Quadro 3: Condi¢cdes CLUE-EM/EM para validacdo do método analitico.

CLUE

Coluna analitica ACQUITY UPLC™

BEH Cis, 1.7 pm, 100 x 2,1 mm

Pré - coluna VanGuard ™

BEH Cyg, 1,7 pm

Temperatura da coluna 35eC
Vazdo da Fase Movel 0.3 mL/min
Volume de injecio 5L

Fase movel Al

5 mmol/L formato de aménio em dgua (10%
metanol) + 0,1% acido formico

Fase movel Bl

Metanol

Meétodo UPLC_Agrotoxicos_2020
EM/EM

Fonte ES™

Voltagem do capilar 098 kV

Temperatura da fonte 100°C

Tipo de interface Electrospray (Z-Spray™)

Fluxo do gés do cone 50L/h de Nitrogénio

Temperatura de dessolvatagio 400°C

Gis de dessolvatagio/ fluxo

Nitrogénio ultra puro/ 800 L/h

Gis de colisdo/ pressio

Argbnio/ 3,5 x 10 mbar

Método

UPLC_Agrotéxicos_2020_positivo

Fonte: QUINTAO, 2021.

4.14.4 Validacéo
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Foi utilizado como base para a validacao deste trabalho o guia da comunidade

europeia SANTE para a area de residuos de agrotdxicos (SANTE, 2020).

4.14.4.1 Seletividade e efeito matriz

As folhas utilizadas no preparo da TR desse estudo sé@o provenientes de um

horto organico. Desse modo, a validacdo do método foi realizada utilizando a TR em

estudo como o branco da matriz. Entédo, a fim de descartar resultados do tipo falso

positivo, a seletividade do método foi realizada com a TR (sem a presenca dos analitos

de interesse), verificando a ocorréncia de qualquer interferéncia na regiao de eluicao
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dos analitos de interesse. E para que ndo houvesse efeito matriz, a curva analitica do
estudo foi feita na propria matriz organica da TR, e ndo em solvente. De tal forma que
pode — se garantir que o Vviés resultante da interacdo dos IAs com as substancias
quimicas presentes nessa matriz complexa, seja contabilizado na validagdo do

método.

4.14.4.2 Faixa de trabalho e linearidade

Os 5 pontos utilizados na curva analitica foram provenientes de 5 solucfes
estoque preparadas com o mesmo material de referéncia certificado (diluido em
metanol), com as mesmas concentragdes de todos os IAs avaliados. Na tabela 3
encontram-se os valores dessas solucdes, indicando a faixa de trabalho de 0,01

pg/mL a 0,05 pg/mL.

Tabela 3: Solugdes usadas no preparo da curva analitica

Ponto Solugéo Concentragéo (ng/mL)
1 2218-1 0,0100
2 2219-1 0,0200
3 2220-1 0,0300
4 2221-1 0,0400
5 2216-1 0,0500

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

Para o calculo de regresséo da curva analitica foi utilizado o Método dos

Minimos Quadrados Ordinarios conforme a féormula a seguir:

y=bx+a

Onde:

y = variavel dependente que corresponde a resposta medida

X = variavel independente que corresponde a concentracédo do analito contida
nas amostras fortificadas

a = coeficiente linear

b = coeficiente angular
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Na regressdo, a homogeneidade da variancia (homocedasticidade) dos
residuos foi verificada pelo método de Cochran. A presenca de valores aberrantes
no conjunto de inje¢cdes da curva analitica foi avaliada pelo Teste de Grubbs para
valores suspeitos. A significancia da regressao foi avaliada pelo método de ANOVA
aplicando o pos-teste F-Snedecor. Os coeficientes de correlacdo e de determinacao
(r=0,98 e R2 20,95, respectivamente) foram usados como um indicio de confirmacao
da linearidade (MARTINS, 2020; QUINTAO, 2021). Todos os testes estatisticos
mencionados anteriormente foram realizados em planilhas do software Excel®
desenvolvidas pelo Laboratério de Residuos de Agrotoxico (INCQS/FIOCRUZ)

exclusivamente para a validacdo de métodos analiticos.

4.14.4.3 Precisdo / Repetibilidade e Exatidao / Taxa de recuperacao

Para avaliar a precisao e exatiddo do método, a TR (500 pL) foi fortificada com
250 pL das solucdes 2219-1 (Nivel 1 = 0,0800 pg/mL) ou 2216-I (Nivel 2 = 0,2000
png/mL). Um total de 5 replicatas para cada nivel foram feitas, e apos a diluicdo com
250 pL de ACN (figura 5), cada uma foi injetada duas vezes no UPLC-MS/MS.

Figura 5: llustracdo do método de fortificacao.

Nivel 1 T B
+2219-] 2500l
(0,0800 ug/ml)
TR soop! ] C — + ACN 2501
+2216-1250u
(0,2000 pg/ml)
Nivel 2 = D

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

A concentragdo dos IAs presentes na TR fortificada, foram calculados de

acordo com a equacao a seguir:
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[extrato] = [2219-] ou 2216-1] X V 22191 ou 2216-1 / (Vfinal X 4)

Onde,

[extrato] = Concentracdo no extrato final (ug/mL)

[2219-] ou 2216-1] = Concentracdo da solucao 2219-1 ou 2216-1 (pg/mL)

V2219-1 0u 2216-1 = VOlume adicionado da solu¢ao 2219-1 ou 2216-I no extrato (mL)

Viinal = Volume final do extrato organico (500 pl de TR + 250 pl de V2219-1 ou 2216-1 + 250
pl de ACN=1mL)

4: Fator de diluicdo da TR com metanol e ACN

A concentracdo dos IAs na amostra (ug/mL) foi calculada de acordo com a equacao:

[amostra] = [2219-1 ou 2216-1] X V 22191 ou 22161 / 2

Onde,
[amostra]: Concentracdo na amostra (ug/mL)

2: Fator de diluicdo da TC com propoxur (em metanol) + ACN

Para avaliar a preciséo, foi calculado o coeficiente de variagdo (CV) de acordo
com os valores obtidos nas 5 replicatas de cada nivel. Em consonancia com a

comunidade europeia SANTE (2020), o valor maximo aceito foi de 20%.

Para avaliar a exatidao, foi calculada a média das recuperacdes (Rec) obtidas nas
5 replicatas de cada nivel. Em consonancia com a comunidade europeia SANTE

(2020), os valores aceitos foram os presentes na faixa entre 70 e 120%.
4.14.4.4 Implementacdo do método validado em amostras comerciais

Apés a etapa de validacao, o método mutltirresiduo por CLUE-MS/MS foi utilizado
no processamento de 15 amostras de tinturas de Guaco comerciais adquiridas em 5
diferentes bairros do RJ. O preparo das amostras foi realizado conforme descrito no
primeiro paragrafo do item 4.14, sendo que uma solucdo com o IA propoxur (0,02
pg/mL), foi utilizado como surrogate. O surrogate é uma substancia com concentracao

conhecida utilizada para fortificar as amostras no processo da analise, garantindo
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assim, que os analitos que ndo tenham sido encontrados nas amostras apés a corrida
cromatografica, de fato ndo estdo presentes. Isso acaba descartando os resultados
do tipo falso negativo uma vez que os parametros analiticos do surrogate estdo dentro

do validado no método.



55

5. RESULTADOS
5.1 Andlise de rotulo de tinturas comerciais de Guaco 10%.

As TCs foram adquiridas no Estado do RJ, solicitadas como “tintura de Guaco
10%”, sem a necessidade de uma receita médica, e identificadas de acordo com o
bairro de origem, da seguinte forma: Tintura comercial Tijuca (TCT), Tintura comercial
Barra da Tijuca (TCB), Tintura comercial Flamengo (TCF), Tintura comercial llha do
Governador (TCI) e Tintura comercial Gavea (TCG). Os lotes 1 (L1), 2 (L2) e 3 (L3)
foram avaliados quanto aos parametros descritos nas RDCs 67/2007, 71/2009 e
18/2013.

Como pode ser observado na tabela 4, apenas a TCT indica a concentracdo de
preparo da tintura (10%), e a TCG é a unica que identifica a espécie botanica de
origem, mas com divergéncia na descricdo entre L1 e L2 (M. glomerata) e o L3
(Guaiacum officinale). Quanto aos componentes da formulacdo, ha a descricdo do
veiculo de extracdo em apenas 3 das tinturas (TCT, TCl e TCG), sendo que enquanto
2 delas foram extraidas com alcool 70%, a TCT parece ter sido preparada com agua
destilada. Além disso, a TCG apresentou lotes com concentracdes diferentes de alcool
(70% - L1 e L3 e 65% - L2).

Apenas a TCI possuia informacdes de posologia, no entanto a dose sugerida no
L1 (20 gts em 200 mL, 2x ao dia) era diferente das sugeridas no L2 e L3 (30 a 40 gts
em agua ao dia). Nenhuma das TCs oferecem informacfes sobre armazenamento e
conservacao. E por fim, a TCT descreveu o produto para uso topico (L1) e externo (L2
e L3), a TCB para uso externo (L1 e L2) e interno (L3), e TCG descreveu para uso

interno (tabela 4).
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Tabela 4: Analise de rotulo de trés lotes de tinturas de Guaco 10% comercializadas

em diferentes bairros do estado do Rio de Janeiro, segundo critérios das RDCs
67/2007, 71/2009 e 18/2013.

Parametros/amostras

Identificacdo do
produto

Nomenclatura botanica

Componentes da
formulagdo com
respectivas
guantidades

NuUmero de registro da
formulagéo no livro de
registro

Nome do prescritor

Data da preparacgao
Prazo de validade
NUmero do lote

NUmero de unidades ou
volume
Posologia

Identificacdo do
estabelecimento

Nome do responsével
técnico com respectivo
numero do Conselho
Regional de Farmacia
CNPJ

Endere¢co completo do
estabelecimento
Informacdes de
conservacéao
Informac@es adicionais

Legenda: n.a. - ndo se aplica, gts — gotas.

TCT

TINT
GUACO
10 %

Agua
destilada
g.s.p.

Sim
n.a.
Sim
Sim
n.a.
Sim
“Use
conforme

orientacéo
médica”

Sim
Sim
Sim

Sim

L1-Uso
tépico
L2el3-
uso interno

TCB TCF

TINT GUACO T™
GUACO

Sim Sim

n.a. n.a.

Sim Sim

Sim Sim

n.a. n.a.

Sim Sim

“Use “Use

conforme conforme
orientacdo  orientacéo
médica” médica”

Sim Sim

Sim Sim

Sim Sim

Sim Sim
Llel2-

Uso Veiculo
externo alcoolico
L3 - uso
interno

TClI
GUACO T™

Alcool 70%

Sim

n.a.

Sim

Sim

n.a.

Sim
L1 -20gtsem
200mL, 2x ao

dia
L2elL3-30a

40 gts em

agua ao dia
Sim

Sim

Sim

Sim

TCG

(GUACO)
™

Llel2-
Mikania
glomerata
L3-
Guaiacum
officinale
L1el3-
70% alcool
L2 - 65%
alcool

Sim
n.a.
Sim
Sim
n.a.

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Uso interno
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5.2 Caracterizacao organoléptica em tinturas de Guaco referéncia e comerciais

A avaliacdo das caracteristicas organolépticas € um dos primeiros parametros
para detectar diferenca entre amostras e um possivel desvio de qualidade. Por tanto,
4 parametros foram analisados nas tinturas, sendo eles o aspecto, a cor, o odor e 0
sabor. A TR apresentou uma cor verde escura, sendo o que o L1 com aspecto
translicido e o L2, opaco. O odor é forte e caracteristico da espécie, e 0 sabor é

amargo e ardente (Tabela 5).

Na figura 6 € possivel identificar que todas as amostras comerciais apresentaram
aspecto translucido, e as amostras comerciais TCF, TCIl e TCG, apresentam a cor
predominante sendo a verde. A TCI teve a cor mais proxima a da TR-L1, e a TCF e
TCG tiveram variagcdes nos tons de verde (verde claro e verde amarelado,
respectivamente). Ja a TCB apresentou cor marrom avermelhada e a TCT laranja em
tom bem claro. As TCT e TCI apresentaram diferencas nostonsdo L1 parao L2 e L3
(Figura 6).

Quanto aos outros parametros, a TCF, a TCl e a TCG foram semelhantes a TR
por apresentarem odor caracteristico forte e sabor amargo e ardente. Novamente as
TCT e TCB destoaram do que foi visto para a TR. A TCB possui odor fraco e um sabor
adocicado, e a TCT apresenta ambos os pardmetros muito suaves, quase

imperceptiveis. (Tabela 5).
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Tabela 5: Avaliacao das caracteristicas organolépticas da tintura de Guaco referéncia

€ amostras comerciais.

Amostras
TR L1
L2
TCT L1
L2 e
L3
TCB L1
L2 e
L3
TCF L1, L2
eL3
TClI L1, L2
elL3
TCG L1, L2
elL3

Aspecto
Translucido

Opaco

Transllcido

Translicido

Translicido

Transllcido

Transllcido

Cor

Verde escuro

Laranja

Marrom

avermelhada

Verde claro

Verde escuro
(<TR-L2)

Verde

amarelado

Odor
Forte e

caracteristico

Fraco

Fraco

Forte e
caracteristico
Forte e

caracteristico

Forte e

caracteristico

Sabor
Amargo e
ardente

Muito Suave

Adocicado

Amargo (<TR) e
ardente
Amargo e
ardente

Amargo e
ardente

Legenda: TR — Tintura Referéncia, TCT - Tintura Comercial Tijuca, TCB - Tintura Comercial Barra da
Tijuca, TCF - Tintura Comercial Flamengo, TCI - Tintura Comercial Ilha do Governador, TCG - Tintura
comercial Gavea, L1 - Lote 1, L2 - Lote 2, L3 - Lote 3.
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Figura 6: Avaliacdo da cor das tinturas de Guaco de referéncia e das amostras

comerciais.

El TR-L1

it

Legenda: TR — Tintura Referéncia, TCT - Tintura Comercial Tijuca, TCB - Tintura Comercial Barra da
Tijuca, TCF - Tintura Comercial Flamengo, TCI - Tintura Comercial llha do Governador, TCG - Tintura
comercial Gavea, L1 - Lote 1, L2 - Lote 2, L3 - Lote 3. A — Amostras do L1, B — Amostras do L2, C —
Amostras do L3. TR-L2 foi utilizada como controle nas analises das TCs L2 e L3.
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5.3 Determinacdao do residuo seco em tinturas de Guaco referéncia e comerciais.

A fim de verificar se as TCs teriam valores aproximados do residuo seco da
TR, extraido de acordo com o preconizado na 22 edi¢cdo do FFFB para a tintura de M.
glomerada, e assim aferir a similaridade e qualidade dos processos extrativos, foi
determinado o residuo seco através de evaporacdo seguida de secagem conforme o
descrito na farmacopeia. Os valores analisados de cada amostra estdo apresentados

em mg/ml e percentual do residuo seco, conforme a tabela 6.

A TR apresentou 15,28 mg/mL (L1) e 17,93 mg/mL (L2) de residuo em sua
composicado (tabela 6). Valores préximos foram observados na TCI (16,53, 13,96 e
14,45 mg/mL) e TCG (14,55, 14,18 e 15,25 mg/mL) em todos os lotes. A TCF resultou
em residuos com valores um pouco mais baixos (11,43, 13,85 e 12,03 mg/mL),
seguida pela TCB (9, 8,95 e 9,83 mg/mL). Por ultimo, a TCT apresentou o valor de
residuo seco mais destoante do valor da TR, com 1,43, 1,05, e 2,03 mg/mL no L1, L2

e L3, respectivamente (tabela 6).
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Tabela 6: Determinacéo do residuo seco em tintura de Guaco referéncia e amostras

comerciais, seguindo as metodologias farmacopeicas de evaporacao e secagem.

Amostra Média (g) Residuo seco (mg/mL) Residuo seco (%)

TR L1
0,0306

L2
0,0359

TCT L1
0,0029

L2
0,0021

L3
0,0041

TCB L1
0,018

L2
0,0179

L3
0,0197

TCF L1
0,0229

L2
0,0277

L3
0,0241

TCl L1
0,0331

L2
0,0279

L3
0,0289

TCG L1
0,0291

L2
0,0284

L3
0,0305

15,28 + 0,001
17,93 + 0,0002
1,43 + 0,0007
1,05 + 0,0001
2,03 + 0,0007
9 + 0,001
8,95 + 0,0007
9,83 + 0,0003
11,43 + 0,001
13,85 + 0,0009
12,03 + 0,0004
16,53 + 0,001
13,96 + 0,0006
14,45 + 0,0008
14,55 + 0,0005
14,18 + 0,0007

15,25 + 0,0004

1,53 + 0,07
1,79 + 0,01
0,14 + 0,003
0,11 + 0,007
0,20 + 0,003
0,90 + 0,07
0,89 + 0,03
0,98 + 0,01
1,14 + 0,05
1,38 + 0,04
1,20 + 0,02
1,65 + 0,06
1,39 + 0,03
1,45 + 0,04
1,46 + 0,02
1,42 + 0,003

1,53 + 0,02

Legenda: TR — Tintura Referéncia, TCT - Tintura Comercial Tijuca, TCB - Tintura Comercial Barra da
Tijuca, TCF - Tintura Comercial Flamengo, TCI - Tintura Comercial Ilha do Governador, TCG - Tintura
comercial Gavea, L1 - Lote 1, L2 - Lote 2, L3 - Lote 3. Ensaio realizado em duplicata. + Representa o

desvio padrdo das médias.
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5.4 Investigacao microbiolégica em tinturas de Guaco referéncia e comerciais.

A verificacdo da capacidade inibitoria das amostras ocorreu com a inoculacéo
de 1% dos microrganismos de referéncia (E. coli e Salmonella sp.) no caldo caseina
contendo 1% das amostras. A presenca do crescimento bacteriano na TR,
caracterizada pela turbidez que ndo € vista no grupo controle branco (Figura 7),
indicou a auséncia de substancias inibidoras, permitindo assim, a continuacéo das

analises. O mesmo foi observado em todas as TCs (Tabela 7).

Por seguinte, os meios de cultura TSA, SAB, MacConkey e Rappaport, foram
utilizados para a investigacao de bactérias aerdbicas, fungos e leveduras, E. coli e
Salmonella sp., respectivamente, tanto na TR quanto nas TCs. Nao houve
crescimento de colbnias nas placas TSA e SAB para todas as amostras testadas
(Tabela 7). Quanto a pesquisa especifica de patégeno para a forma farmacéutica
tintura, os caldos MacConkey e Rappaport ndo apresentaram turbidez caracteristica
de crescimento microbiolégico em nenhuma das amostras. Caracterizando assim, a
auséncia de E. coli e Salmonella sp. (Tabela 7). Os resultados da TR e das TCs foram
satisfatorios e as amostras foram consideradas aprovadas do ponto de vista legislativo
(BRASIL, 2019d).
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Figura 7: Avaliacao da capacidade inibitria da Tintura de Referéncia de Guaco frente

a inoculacédo de E. coli e Salmonella sp.

Legenda: A — Caldo caseina contendo a TR inoculada com Salmonella sp.; B - Caldo caseina contendo
a TR inoculada com E. coli; C — Precipitado de micro-organismos no caldo com a TR (tubo a esquerda);
D - Caldo caseina contendo a TR inoculada com E. coli (1) e Salmonella sp. (2).
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Tabela 7: Avaliacdo microbiologica da tintura de Guaco referéncia e amostras

comerciais, seguindo as metodologias farmacopeicas.

Amostra

TR

TCT

TCB

TCF

TCI

TCG

L1
L2
L1
L2
L3
L1
L2
L3
L1
L2
L3
L1
L2
L3
L1
L2
L3

Inibidor

microbiolégico

> >» » » » » » » >» >» >» > > > > > >

Bactérias
mesofilicas
(UFC/mL)

N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.

Fungos e
Leveduras
(UFC/mL)

N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.
N.C.

E. coli

> > > » » r » » » > r » » > > r >

Salmonella
sp.

> > > » » r » » » > r » » > > r >

Desfecho

A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.
A.S.

Legenda: TR — Tintura Referéncia, TCT - Tintura Comercial Tijuca, TCB - Tintura Comercial Barra da
Tijuca, TCF - Tintura Comercial Flamengo, TCI - Tintura Comercial Ilha do Governador, TCG - Tintura
comercial Gavea, L1 - Lote 1, L2 - Lote 2, L3 - Lote 3, A — Ausente; N.C. — N&o houve crescimento;
A.S. — Amostra satisfatoria.
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5.5 Identificacdo da cumarina em tinturas de Guaco por CLAE-UV-DAD

Um padréo de CMR foi preparado (em etanol para CLAE) e injetado. A figura
8 mostra o cromatograma obtido com um sinal significativo no tempo de retencéo (Tr)
de 22,3 min aproximadamente. O perfil do espectro de varredura molecular na regiao
UV foi extraido, onde foi observado 3 pontos de maximos (218, 278 e 309 nm) e 2
pontos de minimos (242 e 304 nm) de absorcdo molecular que caracteriza as
transicOes eletrbnicas especificas da CMR. Entretanto, para maior confiabilidade foi
utilizado os pontos acima de 225 nm, pois pontos abaixo de 200 nm ndo possuem boa
repetibilidade. Deve-se considerar para efeitos de comparacdes de espectros o erro
permitido para o detector UV (= 3 nm)

Figura 8: Cromatograma do padrdo de cumarina e o espectro UV no tempo de
retencdo da cumarina.

mAL

100+ - PDA Multi 1 280nm, 4nm)|
] Tr=22,3 min

75-

25

mAU min
2004

150
100]

50

200 300 400
nm

Legenda: Cromatograma (imagem superior), da CMR padrao (Tr = 22,3 min), e seu espectro (imagem
inferior) no Tr = 22,3 min, analisados por CLAE-UV-DAD.
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A amostra TR-L2 (Figura 9) apresentou um sinal (Tr 22,3 min) ho mesmo
tempo de retencdo quando comparado ao cromatograma da CMR padrao (Tr 22,3
min) e o espectro de absor¢gdo molecular foi similar ao da CMR padréo, portanto, a
presenca de CMR na amostra foi confirmada.

Figura 9: Cromatograma da Tintura Guaco Referéncia e o espectro UV no tempo de
retencdo da cumarina

mAU
40 - PDA Multi 1 280nm,4nm

E Tr=22,3 min

w
T

N
(=]
R B

L s L S O BB S S B B B B

200 300 400
nm

Legenda: Cromatograma (imagem superior) do perfil quimico da amostra TR 10%, e 0 espectro
(imagem inferior) da CMR no Tr = 22,3 min, analisados por CLAE-UV-DAD.
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A amostra TCF (Figura 10) apresentou um sinal (Tr 22,3 min) proximo ao
tempo de retencdo quando comparado ao cromatograma da CMR padrao (Tr 22,3

min) e o espectro de absor¢cdo molecular também foi similar ao do padréo.

Figura 10: Cromatograma da Tintura Guaco Comercial Flamengo e o espectro UV no
tempo de retencdo da cumarina

1004 T PDA Multi 1 280nm,4nm
Tr=22,3 min

LA B R B L B A B L B B L L B B

200 300 400
nm

Legenda: Cromatograma (imagem superior) do perfil quimico da amostra TCF, e 0 espectro (imagem
inferior) da CMR no Tr = 22,3 min, analisados por CLAE-UV-DAD.



68

A amostra TCI (Figura 11) apresentou um sinal (Tr 22,3 min) proOximo ao
tempo de retencdo quando comparado ao cromatograma da CMR padrao (Tr 22,3

min) e o espectro de absor¢cdo molecular também foi similar ao padréo.

Figura 11: Cromatograma da Tintura Guaco Comercial Ilha e o0 espectro UV no tempo
de retencdo da cumarina

mAU

50— - PDA Multi 1 280nm,4nm
i Tr=22,3 min

25+

mAU min

50+

=
LA L SO L AL N L L B B L L N B B [ B B B

200 300 400
nm

Legenda: Cromatograma (imagem superior) do perfil quimico da amostra TCI, e o espectro (imagem
inferior) da cumarina no Tr = 22,3 min, analisados por CLAE-UV-DAD.
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A amostra TCG (Figura 12) apresentou um sinal (Tr 22,3 min) préximo ao
tempo de retencdo quando comparado ao cromatograma da CMR padrao (Tr 22,3

min) e o espectro de absor¢cdo molecular também foi similar ao do padréo.

Figura 12: Cromatograma da Tintura Guaco Comercial Gavea e o espectro UV no
tempo de retencdo da cumarina.

mAU
504 - PO Multi 1 280nm,4nm
4 Tr=22,3 min

0 10 20 30 40 50
mAU min

200 300 400

Legenda: Cromatograma (imagem superior) do perfil quimico da amostra TCG, e o espectro (imagem
inferior) da CMR no Tr = 22,3 min, analisados por CLAE-UV-DAD.
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As amostras TCB (Figura 13) e TCT (Figura 14) apresentaram um sinal baixo
(Tr 22,3 e 22,4 min, respectivamente) proximo ao tempo de retencdo do padrao de
CMR (Tr 22,3 min). Ambos os espectros de absor¢cdo molecular apresentaram pouca
similaridade ao da CMR padréo.

Figura 13: Cromatograma da Tintura Guaco Comercial Barra e o espectro UV no
tempo de retencdo da cumarina.

mAU
100- - PORA Multi 1 280nm,4nm

Tr=22,3 min

0 10 20 30 40 50
min

200 300 400
nm

Legenda: Cromatograma (imagem superior) do perfil quimico da amostra TCB, e 0 espectro (imagem
inferior) da CMR no Tr = 22,3 min, analisados por CLAE-UV-DAD.
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Figura 14: Cromatograma da Tintura Guaco Comercial Tijuca, e o espectro UV no
tempo de retencdo da cumarina.

mAU

1 - PDA Multi 1 280nm,4nm

Tr=22,4 min

mAU min

501
0

200 300 400
nm

Legenda: Cromatograma (imagem superior) do perfil quimico da amostra TCT, e o espectro UV
(imagem inferior) no Tr = 22,4 min, analisados por CLAE-UV-DAD.
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5.6 Quantificacdo da cumarina em tinturas de Guaco por CLAE-UV-DAD

Apoés a confirmacado da presenca de CMR em todas as amostras, foi feita a
quantificacdo da mesma utilizando uma curva analitica de CMR (diluida em etanol
para CLAE) na faixa de 2,48 a 14,88 ug/mL, com 4 pontos de intervalo, sendo utilizada
a area do sinal obtido em 280 nm. Na tabela 8, pode-se observar com base no
resultado da equacéo da reta encontrada, a concentracdo média de 369,35 ug/mL de

CMR na TR-L2. Esta foi utilizada nos ensaios comparativos das TCs-L2 e L3.

A TCF-L2 foi a amostra com o valor de CMR (273,14 ug/mL) mais proximo da
TR-L2. Valores acima ao de referéncia foram encontrados na TCI-L3, TCI-L2 e TCF-
L2 com 484,02, 492,24 e 507,69 ug/mL, respectivamente. A TCG apresentou valores
mais baixos tanto no L2 (227,16 pug/mL) quanto no L3 (224,26 ug/mL). As amostras
TCT e TCB foram as cujo valor de CMR mais destoou da TR-L2. A TCB apresentou
38, 59 e 38,29 ug/mL (L2 e L3, respectivamente) e a TCT apresentou 7,51 e 9,18
ug/mL (L2 e L3, respectivamente) de CMR (Tabela 8).
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Tabela 8: Concentracdo de cumarina, em tinturas de Guaco comercial, calculada

através da curva analitica (area).

Amostras Tr Concentracéo Concentracéo Concentracéo
(min) final (ug/mL) * final (mg/mL) * final (mg/g) #
TR L2 22,33 369,35 0,369 3,69
TCT L2 2242 7,51 0,007 0,07
L3 22,40 9,18 0,009 0,09
TCB L2 22,37 38,59 0,038 0,38
L3 22,37 38,29 0,038 0,38
TCF L2 22,38 507,69 0,507 5,07
L3 22,39 273,14 0,223 2,23
TCI L2 22,38 484,02 0,484 4,84
L3 22,39 492,24 0,492 4,92
TCG L2 22,38 227,16 0,227 2,27
L3 22,38 224,26 0,224 2,24

Legenda: Ensaio realizado em triplicata. Tr — Tempo de Retencdo, TR — Tintura Referéncia, TCT -
Tintura Comercial Tijuca, TCB - Tintura Comercial Barra da Tijuca, TCF - Tintura Comercial Flamengo,
TCI - Tintura Comercial llha do Governador, TCG - Tintura comercial Gavea, L1 - Lote 1, L2 - Lote 2,
L3 - Lote 3. * Resultados expressos em ug ou mg/mL de tintura. # Resultados expressos em mg/g de
folha seca.
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5.7 Efeito in vivo das tinturas de Guaco referéncia na pleurisiainduzida por OVA

Para iniciar os ensaios de atividade farmacoldgica, investigando qual o modelo
experimental poderia ser utilizado como método de controle de qualidade das
amostras comerciais, foi induzida uma pleurisia alérgica com OVA (50 pug/mL) em
camundongos previamente tratados apenas com TR-L1 em diferentes doses (0,1, 1,
10, 30 e 100 mg/kg), determinadas a partir do peso do residuo seco. Apés 24 h, foi
observado um aumento significativo de leucécitos totais, eosindfilos e neutrofilos no
grupo estimulado e nao tratado (OVA) quando comparado ao grupo ndo estimulado
(salina) (Figura 15). Pode-se observar na figura 18, que as doses de 10, 30 e 100
mg/kg foram capazes de reduzir de forma significativa o infiltrado leucocitério total, em
comparacao ao grupo OVA. Essas mesmas doses, além da de 1 mg/kg, tiverem efeito
inibitério também na populacédo de eosindfilos (Figura 15B). Quanto aos neutrofilos
(Figura 15C), apenas as duas maiores doses reduziram sua expressao no infiltrado
pleural. J4& na TR-L2, a dose de 1 mg/kg também foi capaz de reduzir
significativamente o infiltrado leucocitério total e os eosinéfilos (Figura 16A-B) quando
comparado ao grupo que foi apenas estimulado com OVA. E a partir da dose de 10

mg/kg ocorreu a reducao da populacéo de neutréfilos (Figura 16C).
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Figura 15: Efeito in vivo da tintura de Guaco referéncia (L1) na pleurisia alérgica.
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Legenda: Efeito in vivo da TR-L1 de M. glomerata (0,1, 1, 10, 30 e 100 mg/kg) quanto ao recrutamento de leucécitos
totais (A) e populagfes de eosindfilos (B) e neutréfilos (C) na cavidade pleural de camundongos Balb/C (n=18)
estimulados com OVA (50 ug/por animal). Camundongos foram tratados 1h antes do desafio. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM). # indica diferenca significativa estatisticamente (p<0.05)
entre grupo estimulado (OVA) e ndo estimulado (Salina); * indica diferenca estatisticamente significativa entre
grupo tratado e nao tratado.
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Figura 16: Efeito in vivo da tintura de Guaco referéncia (L2) na pleurisia alérgica
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Legenda: Efeito in vivo da TR-L2 de M. glomerata (1, 10, 30 e 100 mg/kg) quanto ao recrutamento de leucécitos
totais (A) e populagfes de eosindfilos (B) e neutréfilos (C) na cavidade pleural de camundongos Balb/C (n=12)
estimulados com OVA (50 ug/por animal). Camundongos foram tratados 1h antes do desafio. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM). # indica diferenca significativa estatisticamente (p<0.05)
entre grupo estimulado (OVA) e ndo estimulado (Salina); * indica diferenca estatisticamente significativa entre
grupo tratado e nao tratado.
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5.8 Efeito in vivo datintura de Guaco comercial na pleurisia induzida por OVA

ApoGs ter estabelecido a curva dose-resposta da TR, foi testada uma das
amostras comerciais do L1, avaliando os mesmos parametros de celularidade na
pleurisia alérgica. Como observado na figura 17A e B, apenas a TR-L1 foi capaz de
reduzir significativamente o infiltrado leucocitario total e a migracdo de eosinofilos
totais frente ao grupo estimulado com OVA nas maiores doses (30 e 100 mg/kg) .
Quanto a populacao de neutrofilos presentes na cavidade pleural, ambas as tinturas

nas doses de 30 e 100 mg/kg reduziram significativamente o quantitativo (Figura 17C).
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Figura 17: Efeito in vivo das tinturas de Guaco referéncia (L1) e comercial (TCG-L1)

na pleurisia alérgica.
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Legenda: Efeito in vivo da TR-L1 e da TCG-L1 (1, 10, 30 e 100 mg/kg) quanto ao recrutamento de leucdcitos totais
(A) e populagdes de eosindfilos (B) e neutréfilos (C) na cavidade pleural de camundongos Balb/C (n=6) estimulados
com OVA (50 ug/por animal). Camundongos foram tratados 1h antes do desafio. Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). # indica diferenca significativa estatisticamente (p<0.05) entre grupo
estimulado (OVA) e ndo estimulado (Salina); * indica diferenca estatisticamente significativa entre grupo tratado e
ndo tratado.



79

5.9 Andlise do efeito citotoxico das tinturas de Guaco referéncia e comerciais
em linhagens J774A.1 e AMJ2-C11

A fim de descartar possiveis efeitos toxicos das tinturas de Guaco nas
linhagens celulares J774A.1 e AMJ2-C11, que viessem a inviabilizar as proximas
etapas desse projeto, foi feita a analise da viabilidade celular através do ensaio de
metabolizacdo do MTT. A linhagem de macrofagos murinos (J774A.1) foi tratada com
diferentes dilui¢des (1/150, 1/250, 1/300, 1/400, 1/500, 1/1000, 1/2000 e 1/5000 v/v)
de TR, por 24 h, e a absorbéancia do produto gerado pela metabolizacdo do MTT foi
expressa em porcentagem na tabela 9. Como observado na Tabela 9, o solvente
utilizado no preparo da TR (etanol 70%), assim como todas as dilui¢des testadas, ndo

apresentaram toxicidade para esta linhagem.

Ja na linhagem de macrofagos pulmonares (AMJ2-C11) foram testadas a TR
e as TCs em diferentes diluicbes (1/100, 1/200, 1/300, 1/400, 1/500, 1/1000 v/v),
também por 24 h. Os valores em porcentagem da absorbancia (Tabela 10) revelaram
nao haver toxicidade superior a 30%. Diante disso, todas as diluicdes foram utilizadas
nos ensaios farmacoldgicos por apresentar viabilidade superior ao estipulado como a

margem de seguranca para este trabalho (70%).
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Tabela 9: Efeito citotdxico da tintura de Guaco referéncia em linhagem de macréfagos

murinos, J774A.1.

Amostra/
diluicao
Meio
Etanol 70%
TR

— [ 1/150 [ 1/250 [ 1/300 [ 1/400 | 1/500 [ 1/1000 | 1/2000 | 1/5000
100 - | - - = = - - —
— 10| - | - | = | = - - —
— | 100 | 100 @ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Legenda: Experimento realizado em quadruplicata (n=4). Dados da viabilidade celular expressos em
porcentagem (%). TR — Tintura Referéncia.

Tabela 10: Efeito citotoxico das tinturas de Guaco referéncia e comerciais em

linhagem de macréfagos pulmonares murinos, AMJ2-C11.

Amostra/diluicéo
Meio

Etanol 70%

TR

TCT

TCB

TCF

TCI

TCG

- 1/100 | 1/200 | 1/300 | 1/400 | 1/500 1/1000
100 — — — — — —

— 71 85 83 85 85 88

- 90 85 82 78 77 88

— 97 80 94 84 82 84

- 100 95 98 90 100 93

— 91 96 93 100 94 93

- 100 100 97 100 100 90

Legenda: Experimento realizado em quadruplicata (n=4). Dados da viabilidade celular expressos em
porcentagem (%). TR — Tintura Referéncia, TCT - Tintura Comercial Tijuca, TCB - Tintura Comercial
Barra da Tijuca, TCF - Tintura Comercial Flamengo, TCI - Tintura Comercial llha do Governador, TCG
- Tintura comercial Gavea
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5.10 Avaliacdo da capacidade inibitoria da tintura de Guaco referéncia na

producao de 6xido nitrico in vitro em linhagem J774A.1

Dando continuidade aos ensaios de atividade farmacolégica, buscando a
metodologia mais adequada para os ensaios comparativos entre tinturas, foi avaliado
primeiramente a capacidade da TR em modular a inflamacao através da quantificacéo
de NO presente no sobrenadante de células J774A.1 estimuladas com LPS (1 ug/ml),
e previamente tratadas com a TR diluida nas seguintes condi¢des: 1/150, 1/250,
1/300, 1/400, 1/500, 1/1000, 1/2000 e 1/5000 v/v. Apos 24 h do estimulo com LPS, o
NO foi quantificado e observou-se um aumento significativo desta producéo no grupo
estimulado e nao tratado (LPS) quando comparado ao grupo nédo estimulado e néo
tratado (meio) (figura 18). Entre as diluicbes TR da mais concentrada (1/150) até a
diluicdo de 1/2000, todas estas modularam a producéo de nitrito, com excec¢ao para a
diluicdo de 1/5000. Dentre todas as diluicbes testadas a diluicdo de 1/150 foi a que
apresentou a melhor resposta com um perfil de inibicdo de aproximadamente 77%
(Figura 18), devendo-se levar em consideragdo que nesta faixa de concentragéo

testada ndo ha efeito citotoxico.

Figura 18: Producdo de NO em células da linhagem J774A.1 estimuladas com LPS e

tratadas com tintura de Guaco de referéncia.
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Legenda: A producgéo de NO foi determinada pelo reagente de Griess através do sobrenadante recolhido 24h apos
a estimulagado com LPS em células tratadas (3 ensaios individuais realizados em quadruplicata, total n=12) com a
TR em diferentes diluigdes. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). # indica
diferenca significativa estatisticamente (p<0.05) entre grupo estimulado (LPS) e ndo estimulado (Meio); * indica
diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) entre grupo tratado e néo tratado estimulado (LPS).
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5.11 Avaliacdo da capacidade inibitéria das tinturas de Guaco referéncia e

comerciais na producao de 6xido nitrico in vitro em linhagem AMJ2-C11

Com o intuito de verificar se as TCs possuem perfil farmacolégico semelhante
ao da TR sobre o NO produzido por células de macréfagos pulmonares (AMJ2-C11),
foi feita a quantificacdo de NO em células tratadas por 24 h com a TR-L1 e as TCsL1
em dilui¢cdes variadas (1/100, 1/200, 1/300, 1/400, 1/500, 1/1000 v/v) e estimuladas
com LPS (1 pg/ml). Pode ser observado na figura 19, que o grupo estimulado e ndo
tratado (LPS) apresentou resultado significativo quando comparado ao grupo nao
tratado e ndo estimulado (meio). Como ja anteriormente observado, a TR reduziu

significativamente, de maneira dose dependente, a concentragéo de NO (Figura 19).

Analisando as tinturas comerciais, pode-se observar que na TC Tijuca
nenhuma diluicdo foi capaz, de forma significativa, de reduzir a producdo de NO
(Figura 19A). Quanto a TCB, apenas a menor diluicdo (1/100) apresentou
aproximadamente 31% de inibicdo na producédo de NO (Figura 19B). Na figura 19C,
observa-se que nas diluicdes da TCI, com excecédo da diluicdo 1/400, as demais foram
capazes de reduzir significativamente a producao de NO quando comparado ao grupo
estimulado e nédo tratado. O mesmo pode ser visto nas TCF (Figura 19D) e TCG
(Figura 19E). Dentre as tinturas comerciais analisadas duas se mostraram ineficazes
(TCT e TCB) e outras duas apresentaram efeito inibitorio maximo semelhante a TR,
TCF e TCG, nas diluicdes de 1/100 (Figura 19D-E).
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Figura 19: Producao de NO em células da linhagem AMJ2-C11 estimuladas com LPS
e tratadas com tinturas de Guaco de referéncia (L1) e comerciais (L1).

-
©n

J
[0 |
-
g

- x L —_ -
E 101 D& Z 101 T=,
2 2
Q Q
et bl
5 £
=z 54 5 5
I]- T T T T T T U' T T T T T
Estimulo: - + + + + + + + + + + + + Estimulo: - + + + + + + + + + +
Tratamento: & & & & Tratamento: @ &
Q@u@e\ -\ﬂ;ﬁe-\fge\ A -\‘90\ -\ﬂ?e\fge A Q@\‘?\ -\ﬂ;ﬁe-\fge\ Af\ -\ -\ﬂ?e\fpe 2
M R10% al TC Tjuca | F—R10% 't TcBara |
1957 @15_
E 10 ™ % % 10+ %
2 - * 2 27 %
= 5
z 9 5 5 .
I]- T T T T T [l- T T T T H
Estimulo: - + + + + + + + + *  Estimulo: - + + + + + + & + + + +
Trat It
retameno: @'\@N '\ﬂ?'\f?'\ @A @ ﬂ§ @ N@ Tratamento N‘S$N §N’§$'\'E$N§ (§N‘§N §N’§P'\'E$NN@
T R1w0% ‘" TClha | " R10% | " 7C Flamengo "
|E|15-
s 104
2
Q
b=
-
z 5
|]-
Estimulo: - + + + + + + + + + + + + +
Tratamento: & & & &
@'\@'\ '\@N@N @N‘$\ '\@N@N
' TR10% ' TC Gavea

Legenda: A produc@o de NO foi determinada pelo reagente de Griess através do sobrenadante
recolhido 24h apés a simulacdo com LPS em células tratadas (n=4) com a TR-L1 em diferentes
diluicbes, ecomo L1 das TCT (A), TCB (B), TCI (C), TCF (D) e TCG (E). Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). # indica diferenca significativa estatisticamente (p<0.05)
entre grupo estimulado (LPS) e ndo estimulado (Meio); * indica diferenca estatisticamente significativa
(p<0.05) entre grupo tratado e néo tratado estimulado (LPS).
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5.12 Avaliacdo da capacidade inibitéria das tinturas de Guaco referéncia e
comerciais na producdo de o6xido nitrico in vitro em cultura de macréfagos

primarios.

Seguindo com as analises comparativas do perfil farmacoldgico das tinturas
na modulacdo de NO em cultura de macréfagos primarios, foi feita a quantificacéo de
NO em células tratadas por 24 h com a TR-L2 e as TCs-L2 e L3 em diluicbes variadas
(1/100, 1/200, 1/300, 1/400, 1/500 v/v) e estimuladas com LPS (1 pg/ml). Os
resultados da atividade inibitoria foram expressos em porcentagem de inibicdo nos

gréaficos das figuras 20 e 21.

A TR-L2 teve em sua maior concentracdo, um efeito inibitério de
aproximadamente 87%, e na menor concentracdo um efeito de 28,5% de inibicao
(Figura 20). Um perfil similar foi visto na TCT-L2, onde as 4 primeiras concentragdes
apresentaram efeito similar ao da TR-L2, com excecdo da maior concentracao (7,1%
de inibicdo — Figura 20A). Esse efeito nao foi similar ao da TCT-L3, uma vez que esta
nao apresentou atividade inibitéria em nenhuma concentracéo testada (Figura 21A).
O mesmo foi encontrado na TCB-L2 (Figura 20B), mas ja na TCB-L3 o efeito inibitorio
encontrado na concentracdo mais alta (19,1%) é estatisticamente diferente ao da TR-
L2 (Figura 21B).

A TCF nao apresentou efeito inibitério nas menores concentracdes, e nas
concentracdes intermediarias o efeito foi similar ao da TR-L2, com excecdo da maior
concentragdo cujos valores tiveram uma diferenca representada estatisticamente
(TCF-L2 = 66% e TCF-L3 = 48,6% de inibicdo / Figura 20C e 21C). A TCG-L3
apresentou o mesmo perfil inibitorio da TCF, onde as diluicdes intermediarias
obtiveram atividade similar a da TR-L2, mas com divergéncia estatisticamente
significativa na menor diluicao (50,87% de inibicdo/ Figura 21D). Em relacéo ao L2 da
TCG, apenas a menor diluicdo resultou um efeito inibitdrio de NO com 75,6% (Figura
20D). Por ultimo, a TCI-L2 (Figura 20E) obteve resultado inibit6rio a partir da segunda
maior concentracao (21,7% e 56% de inibicdo), enquanto a TCI-L3 obteve atividade
inibitéria de NO em todas as doses, em perfil proximo ao TR-L2, com diferenca
estatisticamente significativa na diluicdo intermediaria (Figura 21E).
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Figura 20: Percentual de inibicdo da producdo de NO em macroéfagos tratados com a

Diluigao

TR-L2 e TCs-L2.
|E|1IJIJ-
2 - TR-L2
80 -& TCT-L2
Q
O 60+
e
= 401
-
IJ T T
1:400 1:300 1:200 1:100
Diluigdo
100+
- -+ TR-L2
80- . -& TCF-L2
[=]
£ ol i
a
‘i 40 /
L m
20+ /i
Kk K /
0 L. T T 1
1:400 1:300 1:200 1:100
Diluigédo
100+
- - TR-L2
804 = TCI-L2
8 .
o 60
3 | |
= 404 /
&=
201 !/i
* % */
0 L. T T T
1:400 1:300 1:200 1:100

100+

% Inibicao

% Inibicao

404

20+

100+

404

20+

- - TR-L2
TCB-L2
[ ,I
** * * *
1:400 1:300 1:200 1:100 '
Diluigédo
- - TR-L2
& TCG-L2
[ ]
*
h.!/I
* & * *
1:400 1:300 1:200 1::10'0 )
Diluigao

Legenda: A produc@o de NO foi determinada pelo reagente de Griess através do sobrenadante
recolhido 24h apés a simulacdo com LPS em células tratadas (n=4) com a TR-L2 em diferentes
diluicBes, ecom o L2 das TCT (A), TCB (B), TCF (C), TCG (D) e TCI (E). Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). * indica diferenca estatisticamente significativa (p<0.05)

entre as tinturas.
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Figura 21: Percentual de inibicdo da producdo de NO em macroéfagos tratados com a

TR-L2 e TCs-L3.
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Legenda: A produc@o de NO foi determinada pelo reagente de Griess através do sobrenadante
recolhido 24h apés a simulacdo com LPS em células tratadas (n=4) com a TR-L2 em diferentes
diluicBes, e com o L3 das TCT (A), TCB (B), TCF (C), TCG (D) e TCI (E). Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). * indica diferenca estatisticamente significativa (p<0.05)
entre as tinturas.
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5.13 Validacédo de método analitico por CLUE-EM/EM para estudo de residuo de

agrotoxico em matriz tintura de M. glomerata 10%
5.13.1 — Seletividade

Ao realizar a analise da TR proveniente de um horto organico, nao foi constatado
residuo de agrotoxico em sua composicdo, dentre os las avaliados. Diante disso, a

TR foi utilizada como “matriz branca” para o processo da validacao.
5.13.2 — Faixa de trabalho/linearidade

Apenas as substancias Aldicarbe sulféxido, Casugamicina, Flusulfamida e
Tolclofés metilico ndo apresentaram homogeneidade da variancia para a faixa de
trabalho analisada (0,01 pg/mL a 0,05 pg/mL). E a maioria das substancias apresentou
regressdo significativa, com excecdo de: 2,6-Diclorobenzamida, Azociclotina,
Bifentrina, Casugamicina, Ciflutrina, Cihexatina, Clorfenapir, Diafentiurom,
Dinotefuram, Esfenvalerato, Fenvalerato, Flusulfamida, lvermectina, Parationa etilica,
Procimidona, Propacloro, Propanil, Vamidotiona sulfona. Os valores dos coeficientes
de determinacédo (R?) e os de correlacédo (r) das substancias validadas podem ser
encontrados no APENDICE A.

5.13.3 — Precisao/ repetibilidade

A repetibilidade foi considerada insatisfatoria para os IAs que apresentaram CV
> 20% em pelo menos um dos dois niveis de fortificagdo. Foram eles: 2,6-
iclorobenzamida, = Abamectina,  Acibenzolar-s-metilico, Aldicarbe  sulféxido,
Azadiractina, Azociclotina, Bromofos etilico, Bromofés metilico, Cartape,
Casugamicina, Cianazina, Ciflutrina, Cihexatina, Cipermetrina, Cletodim,
Clofentezina, Clorfenapir, Clorpirifés metilico, Diafentiurom, Dinotefuram,
Doramectina, Esfenvalerato, Fenitrotiona, Fentiona, Fenvalerato, Flubendiamida,
Flusulfamida, loxinil, Isocarbofos, Lambda-cialotrina, Lufenurom, Metfuroxam,
Metomil, Metribuzim, Novalurom, Parationa etilica, Procimidona, Profam, Propacloro,
Propanil, Tolclofés metilico, Triforina e Vamidotiona sulfona. Os valores de preciséao

dos demais IAs validados se encontram no APENDICE B.
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5.13.4 — Exatidao/taxa de recuperacéao

No APEDICE C, encontram-se os IAs que apresentaram a taxa de recuperacao
satisfatoria dentro da faixa de 70% a 120%, em ambos os niveis de fortificacdo. As
substancias a seguir ndo atenderam a esse critério: 2,6-Diclorobenzamida,
Abamectina, Acibenzolar-s-metilico, Alacloro 2, Azociclotina, Bifenazate, Bifentrina,
Bromofos etilico, Carbosulfano, Cartape, Casugamicina, Cianazina, Ciflutrina,
Cihexatina, Cletodim, Clorfenapir, Dazomete, Diafentiurom, Dinotefuram,
Eprinomectina, Esfenvalerato, Fenvalerato, Flubendiamida, Flusulfamida, loxinil,
Ivermectina, Lufenurom, Metfuroxam, Metoprene, Metribuzim, Parationa etilica,

Procimidona, Profam, Propacloro, Proquinazide.
5.13.5 — Ingredientes ativos validados

Dos 330 IAs avaliados nesse presente estudo, 268 foram validados para a
matriz tintura de M. glomerata 10%. A lista com essas substancias validadas pode ser
vista no APENDICE D. As substancias presentes no anexo V da RDC 105/2016, que
foram analisadas nas amostras comerciais, também est&o presentes no APENDICE
D.
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5.14 Andlise de residuos de agrotoxicos em tinturas comerciais de Guaco.

As amostras comerciais foram submetidas a analise por CLUE-EM/EM
utilizando a metodologia previamente validada. Na tabela 11 constam os resultados
desta analise onde foram encontrados residuos de carbendazim (CBZ) nas amostras
TCF (L2 e L3) e TCI (L2 e L3), e residuos de dimetomorfe (DMF) na TCI-L2. A tabela
em questdo informa os valores encontrados e seus respectivos limites de
guantificacdo do método e se ha limite maximo de residuo permitido na 62 ed. da
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019d). Embora 3 destas amostras estejam abaixo
do Limite de Quantificacdo do Método (LQM), e por isso ndo € possivel quantificar
com seguranca os IAs em questdo, uma vez que estes estdo abaixo do menor valor
estabelecido na curva analitica, os mesmos foram detectados e por isso sua presenca
é incontestavel nestas amostras. A TCF-L3 apresentou valor de CBZ (0,0208 pg/mL)

dentro da faixa de trabalho especificada no método (Tabela 11).
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Tabela 11: Residuos de agrotéxicos encontrados em amostras comerciais de Guaco,

por CLUE-EM/EM.

Amostra

TCT L1
L2
L3
TCB L1
L2
L3
TCF L1
L2
L3
TCl L1
L2

L3
TCG L1
L2
L3

A

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
Carbendazim
Carbendazim

ND
Carbendazim
Dimetomorfe
Carbendazim

ND

ND

ND

Concentracao (ng/mL)

< LQM
0,0208

<LQM
<LQM
<LQM

LQM

(ng/mL) (ng/mL)

0,02
0,02

0,02
0,02
0,02

LMR

NA
NA

NA
NA
NA

Legenda: Andlise multirresiduos por CLUE-EM/EM dos trés lotes de TCs. LQM - Limite de
Quantificacdo do Método; LMR — Limite Maximo de Residuo; ND — N&o detectado, NA — N&o
autorizado. TR — Tintura Referéncia, TCT - Tintura Comercial Tijuca, TCB - Tintura Comercial Barra da
Tijuca, TCF - Tintura Comercial Flamengo, TCI - Tintura Comercial Ilha do Governador, TCG - Tintura
comercial Gavea, L1 - Lote 1, L2 - Lote 2, L3 - Lote 3
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6. DISCUSSAO

Ha muito se utilizam diversas e variadas preparacfes a base de plantas como
medidas curativas, paliativas e para tratamentos de inUmeras doencas na medicina
tradicional popular (AGUIAR, 2014). A M. glomerata é uma espécie vegetal de
interesse ao SUS e muito utilizada na medicina popular brasileira para o tratamento,
principalmente de afeccdes das vias respiratérias (CAMPOS, NASCIMENTO, SILVA,
2021). A fim de contribuir com os estudos relacionados a planta medicinal em questao
e avaliar a qualidade das tinturas de guaco que tem sido ofertada no RJ, este trabalho
avaliou parametros fisico-quimicos, microbiolégicos, farmacolégicos e realizou analise

de residuos em amostras comerciais.

As 15 amostras comerciais foram adquiridas em 5 farmécias de manipulacao
de redes e bairros diferentes da cidade do RJ, todas solicitadas como “tintura de guaco
a 10%” sem a necessidade de uma prescricdo médica. Diante disto, as amostras s&o
caracterizadas como formula farmacéutica oficinal e devem ser preparadas,
obrigatoriamente, seguindo os requisitos farmacopeicos (BRASIL, 2007). O FFFB
preconiza a preparacéo de tintura de M. glomerata com 10 g de folhas secas para
cada 100 mL de alcool etilico 70%. (BRASIL, 2021a). E desta forma, a TR utilizada

para as analises comparativas deste estudo foi realizada.

Previamente as andlises de bancada, a primeira avaliacdo que foi realizada nas
amostras comerciais foi a inspecdo dos rotulos seguindo as orientacbes das
legislagbes vigentes (BRASIL, 2007; BRASIL, 2009b, BRASIL,2013). Todas as
tinturas estavam indicadas como tintura de guaco, mas apenas a TCG indicou a
espécie botéanica utilizada, e ainda houve variacdo entre lotes (Tabela 4). A espécie
Guaiacum officinale (TCG-L3) néo pertence ao género nem a familia da espécie M.
glomerata (TCG-L2 e L3). Apenas a TCT informou a concentracdo da preparacao
(10%), mas no quesito “‘componentes da formulagdo”, a mesma descreve “agua
destilada q.s.p”, enquanto alcool 70% foi descrito na TCl e na TCG (L2 e L3).
Novamente houve variacdes nos lotes da TCG (L3) onde uma delas apresenta a
informacao de alcool 65% como solvente. A TCI foi a Unica tintura que descreveu a
posologia, mas com diferencas entre lotes e com a proposta sugerida pela
farmacopeia (BRASIL, 2021a). Do ponto de vista legislativo, os rotulos ndo cumpriram

0 exigido, logo todas as amostras estdo ndo conformes (BRASIL, 2007; BRASIL,
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2009b, BRASIL, 2013). Aparentemente, os produtos industrializados a base de M.
glomerata, tendem a cumprir os requisitos legislativos para rotulos (CARNEIRO,

2017), porém em amostras magistrais ha certa caréncia de estudos nacionais.

Embora a edicdo mais atual da farmacopeia nacional e a monografia especifica
da espécie ndo exijam a realizacdo de ensaios organolépticos para a tintura de Guaco,
este é considerado a primeira etapa do controle de qualidade de um derivado vegetal
(BRASIL, 2018a; BRASIL, 2019a). Na literatura, existem dados da avaliacdo sensorial
de tinturas de M. glomerata apenas de quando a mesma ainda era preconizada com
a concentracao de 20% pl/v, e talvez este seja o principal motivo pelas divergéncias
entre as TRs (OSORIO, 2002; ALVARENGA et al 2009). Osorio (2002) encontrou em
sua tintura padrdo uma coloracdo marrom-esverdeada e de aspecto limpido, dados
também obtidos por Alvarenga e colaboradores (2009). Ambos os autores utilizaram
preparacoes a 20% p/v, enquanto a TR do presente estudo foi preparada a 10% p/v e
apresentou cor verde escura com aspecto translicido no L1 e opaco no L2 (Tabela 5,

Figura 6).

As andlises comparativas com as TCs evidenciaram um desvio de qualidade
bem acentuado em algumas amostras. As TCF, TCl e TCG apresentaram as
caracteristicas organolépticas mais proximas das TRs com a cor predominante sendo
a verde com alguns tons diferentes e translicidas, odor forte e caracteristico da
espécie, e sabor amargo e ardente. A TCB apresentou uma cor marrom avermelhada
translicida, odor suave e sabor adocicado, enquanto a TCT possuia cor laranja e odor
e sabor bastante suave, quase imperceptivel (Tabela 5, Figura 6). As informacdes
fornecidas no rétulo da TCT indicam que talvez a amostra tenha sido diluida em agua
destilada, e por tal motivo aparenta ter uma cor tao destoante da TR (Tabela 4). Estas
amostras evidenciam com clareza a diferenca dos processos extrativos, e corroboram
dados de desvio de qualidade que ja vem sendo descritos em outros estados
brasileiros ha décadas (OSORIO, 2002; ALVARENGA et al 2009).

A andlise do residuo seco torna possivel visualizar o potencial de extracao do
solvente e determinar o montante de substancias soliveis no mesmo, no caso da
tintura, o etanol. As TRs deste trabalho apresentaram 1,53% e 1,79% de residuo seco
no L1 e L2, respectivamente (Tabela 6). Embora ambas as tinturas tenham sido

preparadas igualmente, seguindo os compéndios nacionais, o material botanico foi
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coletado em épocas diferentes. Enquanto as folhas de M. glomerata utilizadas no
preparo da TR-L1 foram coletadas no primeiro semestre do ano (2020), as utilizadas
na TR-L2 foram coletadas durante a época de floracdo, na primavera do ano seguinte
(2021).

Os metabdlitos secundérios sédo as substancias responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas das plantas, e embora a literatura informe que a maior producéo dos
principais metabdlitos da M. glomerata ocorra nos meses de janeiro a fevereiro e julho,
e por tal motivo a colheita das folhas com propésitos medicinais devam ser feitos nesta
época, estudos mais recentes tem gerado divergéncias (PEREIRA et al, 2000).
Almeida (2019) encontrou valores de cumarina, metabdlito secundério descrito como
marcador quimico da espécie M. glomerata, maiores durante a primavera por dois
anos seguidos, e em localidades diferentes, enquanto realizava um estudo de
sazonalidade em Santa Catarina (CZLUSNIAK, 2012; ALMEIDA, 2019). Em outro
estudo de sazonalidade realizado em S&o Paulo, outros metabdlitos secundérios da
espécie apresentaram altos valores na maior parte do ano, reduzindo apenas nos
meses mais frios proximos a julho (ALMEIDA et al, 2017). Essas divergéncias
caracterizadas por influéncias sazonais podem justificar as diferengas nos valores de

residuo seco e nos aspectos encontrados nos lotes da TR (Tabela 6, Figura 6).

Osorio (2008) encontrou em sua tintura padrdo de M. glomerata 20% um
residuo seco de 3,95%. Esses valores se assemelham com a TR deste estudo pelo
fato de que a sua tintura com o dobro da concentracdo, apresentou praticamente o
dobro de residuo seco. Em trabalho de Souza e colaboradores (2020), ao analisar 5
tinturas de M. glomerata 10% (extraidas com etanol 96%), foi encontrado uma
variacao de 0,4 a 0,71% de residuo seco. Esses dados corroboram os baixos valores
encontrados na TCT (0,14, 0,11 e 0,20%) e na TCB (0,9, 0,89 e 0,98%), uma vez que
tinturas preparadas com alcoolatura tanto abaixo quanto acima de 70% podem extrair
menos metabolitos, como no caso da cumarina, evidenciado em trabalho realizado
por Rocha e colaboradores (2008). As outras 9 amostras variaram de 1,14 a 1,65%
entre os valores de residuo seco, sendo a TCG-L3 (1,53%) e a TCI-L1 (1,65%) as que

apresentaram valores mais proximos a faixa da TR (1,53 a 1,79%) (Tabela 6).

A presenca de contaminantes microbianos pode ser resultado do né&o

cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo ou do gerenciamento inadequado da
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matéria-prima vegetal. E estes contaminantes, além de ter a capacidade de gerar um
guadro infeccioso no paciente, podem gerar alteracdes fisico-quimicas que venham a
comprometer a estabilidade e consequentemente a qualidade do produto final
(OLIVEIRA, 2017). A Farmacopeia brasileira preconiza que os limites microbianos
(secdo 5.5.3.1.5) para insumos farmacéuticos vegetais na forma farmacéutica de
tintura ndo ultrapassem 10* UFC para bactérias aerébicas e 102 UFC para fungos
totais. Além destes parametros as tinturas devem ter auséncia dos patdégenos
especificos E. coli e Salmonella sp (BRASIL, 2019d).

A literatura ja descreveu a contaminacdo microbiana por E. coli em amostra
de comprimido de Mikania sp. (FARIA et al, 2012). Também ja foi visto a contaminacéo
em folhas e xaropes caseiros de M. glomerata, com valores excedentes de fungo
(CARMO, NOGUEIRA, SILVA, 2022). Ja os fitoterapicos industrializados a base de
M. glomerata, até 0 momento, ndo apresentaram contaminac¢des acima do permitido
para a legislacédo (SILVA et al, 2019; CARMO, NOGUEIRA, SILVA, 2022). E por hora,

nao hé relatos de contaminacdo microbioldgica em tinturas de Guaco.

O alcool 70% é descrito como a melhor concentracdo para se obter o melhor
efeito bactericida, uma vez que na presenca de agua, o etanol permeia mais
facilmente para dentro das bactérias podendo assim desnaturar proteinas desse
microrganismo. Além disso, uma maior porcentagem de agua permite um tempo maior
de exposicdo do microrganismo ao etanol por retardar a volatilizacdo do mesmo
(ANDRADE et al, 2007). Diante disso, para descartar resultados do tipo falso negativo,
uma vez que as tinturas sdo preparacfes extraidas com alcool 70%, ao iniciar as
analises microbiolégicas, as amostras foram submetidas ao teste de pesquisa de
inibidor microbiano (Figura 7). Todas as amostras comerciais e as TRs apresentaram
crescimento bacteriano positivo apds 24 h de inoculacdo com E. coli e Salmonella sp.
E por tal motivo foram consideradas com auséncia de inibidor e seguiram para 0s
demais testes microbioldégicos. As TCs analisadas neste estudo cumpriram 0S
requisitos legislativos, e por tanto estdo aprovadas (Tabela 7). Os resultados indicam
que, ndo s6 os estabelecimentos comerciais, mas também os fornecedores da

matéria-prima cumpriram com as Boas Préticas (CFF, 2017).

A CMR é descrita na monografia especifica da M. glomerata como o

metabolito secundario majoritario. E por tal motivo ele € considerado o marcador
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quimico da espécie e o metabdlito responsavel parcialmente por suas principais
atividades farmacoldgicas. Diante disso, a CMR presente nas tinturas foi analisada
por CLAE-UV/DAD, utilizando uma metodologia previamente validada no INCQS
(AGUIAR, 2014). Além do pico de CMR analisado no Tr 22,3 min, foram encontrados
outros dois picos de alta intensidade em praticamente todas as amostras, e mais um
3°, bem proximo ao Tr da CMR no cromatograma da TR (Figura 9). Tais moléculas
sao desconhecidas no presente trabalho, assim como sua influéncia nas propriedades
farmacoldgicas. As analises foram voltadas para a CMR por ser o marcador quimico

oficial descrito nos compéndios atuais.

A TR-L2 desse estudo apresentou 0,36 mg/mL de CMR em sua composi¢cao
(Tabela 8). Assim como Rocha e colaboradores (2008), a tintura de M. glomerata 10%
p/v extraida com etanol 70%, foi preparada apés estabilizacdo do material vegetal por
secagem em estufa com circulacdo de ar por 48 h a 50° C. Esse trabalho foi citado na
monografia especifica da M. glomerata (2018) como base para demonstrar a forma
de preparo que garante o melhor teor de CMR em tinturas dessa espécie. O teor de
CMR encontrado pelos autores foi de 0,47 mg/mL. Esse valor estd em consonéancia
com a TR do presente estudo, evidenciando que o processo extrativo ocorreu como o
esperado (ROCHA et al, 2008, BRASIL, 2018a).

Muitos trabalhos foram publicados nos ultimos anos dosando metabdlitos
secundarios nas folhas e derivados de M. glomerata. E é um tanto quanto desafiador
confrontar os dados presentes com os da literatura, uma vez que os estudos mais
recentes encontram valores bem diferentes de CMR, porém em circunstancias
também diferentes. Dos trabalhos elencados na tabela 12, o F e o | foram os Unicos
gue realizaram processos extrativos na mesma proporc¢ao (10% p/v com etanol 70%)
que a TR. Apenas um apresentou o valor de CMR (4,28 mg/g) similar ao da TR-L2
(3,69 mg/g), enquanto no outro houve uma variacdo de 0,049 a 0,121 mg/g. Vale
ressaltar que ndo ha muitas informacfes sobre a origem do material botanico do

estudo F, enquanto ao |, as folhas foram coletadas nos meses de julho a agosto.
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Tabela 12: Publicacbes nacionais recentes sobre o doseamento de CMR em M.

glomerata.

Referéncia

[A] Rocha
et al, 2008

[B] Costa et
al, 2018

[C] Almeida
et al, 2017

[D] Della
Pasqua et
al, 2019

[E] Santos,
2018

[F] Gouvéa
et al, 2018

[C]
Almeida,
2019

[H] Borgh,
Almeida,
Sawaya,
2019

[I] Vieira et
al, 2020

[J] Melo,
Sawaya,
2020

[K] Moreira
et al, 2020

[L] Bertol,
2021

Coleta das
folhas
RJ

Junho 2015
-SP

Dezembro
2012 a
novembro
de 2013 -
SP

SP

Primavera/
verdo 2014
a 2015 -
SC

Verao 2012
a
Primavera
2014 — SC

SP

Julho a
Agosto
2015
SP

Abril 2017 -
MG

SP

Estabilizacéo

Secagem em
estufa a 40° C
por 48h
Congelamento
em nitrogénio
liquido

Liofilizadas por
50h

Congelamento
em nitrogénio
liquido
Secagem em
estufa a 42° C

Secagem a
sombra por
96h

Secagem em
estufa a40°C
por 48h

Secagem em
estufa a 55° C
por 72h
Secagem em
estufa a40°C
por 50h

Secagem em
estufa a40°C
por 48h
Secagem a 45°
C

Extracao

Tintura 10%
p/v

Extrato
hidroalcodlico
200mg/3mL

Extrato
hidroalcodlico
200mg/3mL

Extrato
agquoso

Extrato
agquoso

Extrato
etandlico
10%
Extrato
hidroalcodlico

66,6mg em
1mL etanol

Extrato
etandlico
10%
Extrato
hidroalcodlico
20%

Tintura 20%

Extracao
etandlica 1%

Alcoolatura

70%

70%

70%

70%

50%

70%

70%

67%

70%

70%

Metabdlitos

CMR - 0,47 mg/ml

CMR - 0,3 mg/g
ACL - 30.4 mg/g
ACU - 33.3 mg/g
ADC - 174.6 mg/g

CMR - 0,7 mgl/g
(sem variagao anual)
ACL - 2,3 mg/g
ADC - 14,63 mg/g
(Reduzindo em abril e
julho)

CMR - 0,023 mg/g
ACU - 0,121 mg/g

CMR 0,143 a 1,05
mg/kg

CMR - 4,28 ng/ mg

CMR em maior
valor na primavera
dos 2 primeiros
anos (0,19 e 1,98
mg/g) e no verao do
terceiro (1,3 mg/g)
CMR - 7,2 ug/ mL
ACL + 50 pg/ mL
ADC + 560 pg/ mL
ACU + 60 ug/ mL
CMR-49a12,1
ACU - 1777 a
543,8 mg/ 1009
ACL + 450 ug/mL

ACU - 0,93 mg/mL

CMR <0,25%
ADC - 3%
ACU - 0,3%

Legenda: CMR — Cumarina, ACL — Acido clorogénico, ACU — Acido Caurenoico, ADC — Acido
Dicafeoilquinico, + representa um valor aproximado. Fonte: Acervo pessoal, 2022.
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Apesar dos processos extrativos similares, a divergéncia do valor de CMR da TR-L2
e do estudo | estdo de acordo com estudo de sazonalidade de Almeida (2019), onde
foram encontrados valores mais altos de CMR na primavera por dois anos seguidos,
assim como na TL-R2 que foi coletada no més de outubro.

Muitos outros trabalhos apresentaram valores de CMR abaixo da TR (B = 0,3
mg/g; C =0,7; mg/g; H = 7,2 ug/mL), e embora todos sejam extratos hidroalcodélicos
de proporcédo p/v igual, o material vegetal foi coletado em épocas diferentes e com
processos de estabilizacdo também diferentes. O etanol tem um papel fundamental
na extragdo da CMR, como anteriormente mencionado, e fica evidente sua
importancia nos trabalhos que dosaram CMR em extratos aquosos e que encontraram
valores irrisorios do metabdlito (D = 0,0023 mg/g e E = 0,0001 mg/g) (Tabela 12).

Algumas das TCs também apresentaram grandes variacoes de CMR na sua
composicado (Tabela 8). Em 6 amostras, pode-se observar a faixa de variacdo de 2,23
a 5,07 mg/g de CMR. Valores que variaram aproximadamente 1,4 mg/g da TR-L2
(3,69 mg/g). Mas em 3 dessas amostras a variacdo foi maior, com expressivos 3,3
mg/g (TCB) e 3,6 mg/g (TCT-L1 e L2). Nas TCB e TCT os espectros de absorcao
molecular apresentaram pouca similaridade ao da CMR padrédo, provavelmente
devido a baixa intensidade do sinal (Figura 13 e 14). Os resultados das TCs
apresentaram valores bem similares de CMR entre lotes, com excecéo da TCF, que
foi encontrado 2,84 mg/g de variacao (Tabela 8). Esses achados parecem estar em

consonancia com os valores observados na analise de residuo seco (Tabela 6).

Como a literatura nos ultimos anos tem apontado baixos valores de CMR, até
mesmo em estudos de sazonalidade da M. glomerata, os autores tém apostado em
outros metabolitos secundarios que poderiam contribuir com a identificagdo quimica
da espécie. E sugerem ainda, que pelo fato da CMR néo parecer ser o metabdlito
majoritario (Tabela 12), essas outras moléculas poderiam ser as principais
responsaveis por suas atividades farmacoldgicas, uma vez que a literatura ja
evidenciou tais atividades (VIEIRA et al, 2020; BERTOL, COBRE, PONTAROLO,
2021), mas isso ainda demanda mais estudos. Os compéndios oficiais atribuem a
CMR o titulo de marcador quimico, e por essa razdo o doseamento dela é utilizado
como o controle de qualidade da espécie vegetal em questdo. Por esse motivo,

determinar o valor de CMR presente num fitoterapico de M. glomerata que é suficiente
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para de fato exercer suas principais atividades farmacolégicas foi uma das lacunas

cientificas que esse trabalho se propés a preencher.

A M. glomerata é muito utilizada na medicina tradicional para tratar
principalmente as doencas respiratérias, e por tal motivo foi utilizado modelos in vivo
de alergia e in vitro de inflamacé&o para analisar sua eficacia terapéutica e correlacionar
com os achados na dosagem da CMR. Utilizando a metodologia de pleurisia alérgica
induzida por OVA, foi investigada a capacidade da TR interferir em parametros de
celularidade alterados pelo alérgeno em questéo.

A TR-L1 foi utilizada para tratar camundongos Balb/C sensibilizados com
OVA. A curva de 5 doses foi calculada a partir do valor do residuo seco (TR-L1 = 0,1,
1, 10, 30 e 100 mg/kg). Apos a coleta do lavado pleural, foi feita a contagem de
leucécitos totais e diferenciais (Figura 15). Onde foi encontrado uma reducdo do
namero de dos leucdcitos a partir da dose 10 mg/kg. Esse efeito foi mais proeminente
na populacédo de eosindfilos (a partir de 1 mg/kg) e menor na de neutrdfilos (reduziu
em 30 e 100 mg/kg). O efeito da TR-L2 se comportou de forma semelhante (Figura
16), com a diferenca de que doses menores obtiveram resultado estatistico
significativo em diminuir o infiltrado de leucdcitos totais em 10 mg/kg e de neutrofilos
em 10 mg/kg. Esses dados parecem estar de acordo com os achados do residuo seco,
uma vez que a TR-L2 apresentou 2,65 mg/mL de residuo a mais que a TR-L1 (Tabela
6).

Em processos alérgicos que requerem a sensibilizacdo especifica do
alérgeno, quando o organismo € exposto novamente ao antigeno, ocorre a ativacao e
secrecdo de um amplo expectro de mediadores cujo alvo sdo células que irdo causar
dano nos tecidos locais através da infiltracdo leucocitaria e exacerbacdo das
respostas inflamatoérias (FIERRO et al, 1999). A pleurisia alérgica em roedores é
caracterizada por uma exsudacdo acentuada seguida pelo influxo de granulécitos,
num primeiro momento por neutréfilos e em seguida por eosinéfilos (AGRA et al,
2016). E por tal motivo o influxo de leucdcitos totais, neutrofilos e eosinofilos sé&o

contabilizados nesse modelo experimental.

A literatura j& havia evidenciado a atividade antialérgica do extrato etanolico
de M. glomerata 10%, onde ratos Wistar sensibilizados com OVA foram capazes de
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reduzir o infiltrado de eosindfilos e neutrofilos na pleura de animais tratados com 10
mg/kg de extrato v.o. A dose de 100 mg/kg ainda foi capaz de reduzir a degranulagéo
de mastdcitos estimulados com carragenina. Como o extrato ndo reduziu o volume do
exsudato ou o numero de leucdcitos totais, mas sim a degranulacdo de mastocitos, e
o infiltrado de leucdcitos especificos, o autor sugere uma atividade antialérgica
pertinentes a acdo sobre 0os mastocitos e a migracédo de granulocitos (FIERRO et al,
1999). Esses dados parecem divergir parcialmente dos encontrados na TR desse
estudo, uma vez que a TR-L1 (10 mg/kg) e a TR-L2 (1 mg/kg) apresentaram efeito
inibitorio sobre os leucocitos totais no lavado pleural (Figura 15 e 16). O autor também
administrou a CMR (10 mg/kg) isolada nos animais analisando unicamente o efeito no
namero de leucécitos recrutados (FIERRO et al, 1999). E como nao houve reducéo,
esse dado pode indicar que os efeitos vistos na TR ndo sao exclusivos da CMR, uma
vez que ocorreu atividade anti-inflamatoéria a partir da dose 1 mg/kg, contendo uma
guantidade de CMR (0,02 mg/kg) bem abaixo da testada por Fierro e colaboradores
(Quadro 4).

Quadro 4: Relacdo de CMR presente nas doses de TR-L2 utilizadas in vivo.

Dose (mg/kg) | CMR (mg) | CMR (mg/kQ)
TR-L2 | 1 0,00069 0,02

10 0,0069 0,27

30 0,019 0,82

100 0,063 2,74

Fonte: Acervo pessoal, 2022.

Em trabalho mais recente, foi visto a auséncia de efeito farmacoldgico do
extrato aquoso de M. glomerata em ratos Wistar induzidos a pleurisia com
carragenina, mesmo na dose mais alta de 400 mg/kg. Os autores ainda, realizaram o
ensaio de degranulacdo de mastocito observando que nao houve efeito na reducao
da liberacé@o de histamina em células tratadas com o extrato ou com a CMR isolada.
(DELLA PASQUA et al, 2019). Essa auséncia de atividade pode ser explicada pelo

baixo teor de CMR no extrato (0,023 mg/kg), uma vez que essa molécula ndo possui
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boa solubilidade em meio aquoso (SILVA et al, 2016). E por tal motivo, os dados
divergem das atividades farmacolégicas encontradas na TR-L2 que apresentou 2,74
mg/kg de CMR na dose de 100 mg/kg (Quadro 4). Em todo caso, como mesmo em
doses menores da TR-L2, e consequentemente menores quantidades de CMR, houve
atividade anti-inflamatoria, acaba sendo mais um indicativo de que outros metabdlitos

secundarios possam estar envolvidos.

O presente estudo demonstrou que a tintura de M. glomerata a 10%, quando
preparada de acordo com 22 edicdo da FFFB, utilizando folhas coletadas na época da
floracdo (primavera/outubro), apresentam efeito farmacoldgico in vivo com 0,27 mg/kg
de CMR. Esse valor de CMR podera ser associado com os métodos de controle de
gualidade de doseamento quimico da espécie. Uma vez que pela posologia indicada
no FFFB, 1 mL de tintura deve ser diluido em 50 mL de agua para ser consumido ao
dia (BRASIL, 2021a). Logo, se a tintura com 0,369 mg/ mL de CMR for diluida em 50
mL de agua, a quantidade de CMR diluida (aproximadamente 0,007 mg) sera
equivalente a encontrada na menor dose (10 mg/kg) que teve efeito nos 3 parametros

analisados in vivo (Quadro 4).

Ao testar uma das amostras de TCs de Guaco (Figura 17), foi visto de forma
clara a diferenca no recrutamento celular durante a pleurisia alérgica com OVA.
Enquanto a TR conseguiu reduzir tanto o infiltrado leucocitario total, como as
populacdes especificas de granulocitos nas 2 maiores doses, a TCG teve efeito
apenas sobre a migracao de neutrofilos, sugestionando que sua acao seja especifica
para essa populacao, ndo tendo efeito significativo sobre os demais parametros.

Embora tenha sido evidenciada a capacidade da TR em reduzir o
recrutamento leucocitario em modelo in vivo de pleurisia alérgica, e ter sido
demonstrado o potencial desse modelo para realizar os ensaios comparativos entre
tinturas, este protocolo € pouco pratico para ser utilizado como um método de controle
de qualidade farmacologico, uma vez que do inicio da sensibilizacdo dos animais a
OVA até o dia da coleta do lavado pleural, totaliza 15 dias de ensaio. Levando esse
fato em consideracdo conjuntamente com os preceitos dos 3 Rs estabelecidos pela
CEUA, principalmente ao que diz respeito a Replacement (substituicdo), optou-se por
nao prosseguir as analises com as demais TCs, dando inicio entdo as pesquisas in
vitro (CAZARIN, CORREA, ZAMBRONE, 2004; CEUA, 2015).
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O proximo ensaio realizado foi a avaliacdo do efeito citotoxico frente as
linhagens de macroéfagos, com o objetivo de descartar resultados do tipo falso
negativo. Caso a viabilidade celular fosse comprometida por uma toxicidade causada
pelas tinturas, isso levaria a uma baixa producdo de mediadores inflamatorios e

consequentemente a uma interpretacao errbnea dos resultados.

O ensaio de MTT se tornou o padrdo ouro para determinar a viabilidade e
proliferacdo celular desde a década de 80. Nesse ensaio as células ativas
metabolicamente sdo capazes de reduzir o sal de tetrazolio (amarelo) em cristal de
formazam (roxo). A quantificacdo por espectrofotometria, dos cristais dissolvidos, é
uma correlacdo direta com a quantidade de células viaveis (TONDER, JOUBERT,
CROMARTY, 2015). As linhagens de macrofagos ap6s 20 h de exposicdo com as
diferentes diluic6es das tinturas, e mais 4 h para a metabolizacdo do sal de tetrazdlio,
tiveram o MTT quantificado em seu sobrenadante. Como demonstrado na tabela 9 e
10, tanto a TR quanto as TCs ndo apresentaram efeito citotoxico acima de 30%, e,
portanto, todas as diluicbes testadas foram aprovadas para os demais ensaios de
atividade farmacoldgica.

O NO é uma importante molécula do sistema de defesa, podendo ser
produzido por células do endotélio vascular, da musculatura lisa, fibroblastos,
monaocitos, mastocitos e macréfagos, quando estimuladas por citocinas ou produtos
bacterianos (LPS). Essa molécula atua como vasodilatador, aumentando a
permeabilidade vascular, aumenta a adesao vascular de leucécitos e € um agente
citotoxico mediado por macrofagos em processos infecciosos (BRITO et al, 2021; LIY
et al, 2021). Diante disso, o NO foi dosado no sobrenadante de linhagens de
macroéfagos utilizando o ensaio colorimétrico de Griess. No primeiro momento foi feita
uma curva de concentracao/efeito utilizando 8 diluicbes (1/150 a 1/5.000) da TR-L1
em linhagem J774.A1 (Figura 18). A maior diluicdo (1/5.000) foi a Unica que nédo
obteve resultado estatistico significativo diferente ao grupo néo tratado (LPS), e todas

as demais foram capazes de reduzir a producéo de NO.

Ajustando a faixa de trabalho das tinturas para 6 diluicées (1/100 a 1/1.000),
foi feito um novo ensaio com células da linhagem de macréfagos pulmonares AMJ2-
C11 com o intuito de comparar o efeito da TR-L1 com as TCs-L1. No més que todas

as TCs-L1 foram adquiridas, a TR-L1 havia sido preparada ha 6 meses, e diante disso,
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pode-se observar uma reducao da efetividade da TR sobre a reducao do NO (Figura
19). A TCI-L1 apresentou capacidade inibitéria em todas as diluicbes testadas,
enquanto a TCF-L1 e TCG-L1 nao apresentaram resultado estatisticamente
significativo apenas na menor concentracgao (1/1.000). Essas 3 tinturas obtiveram uma
atividade farmacoldgica mais acentuada que a TR-L1. A TCT-L1 foi incapaz de inibir
a producao de NO em todas as diluicdes testadas, 0 mesmo pode ser visto na TCB
com excec¢do da maior concentragdo (1/100). A auséncia de atividade farmacolégica
dessas TCs parece estar de acordo com os baixos valores de residuos seco
encontrado para ambas (Tabela 6), uma vez que menores valores de residuo
representam uma menor extracao de metabdlitos secundarios. Assim como ja foi visto
por Ferreira (2018) a relagdo diretamente proporcional da quantidade de polifenois
com o residuo seco de tinturas de Mulungu (Erythrina velutina).

O ensaio de dosagem do NO se mostrou uma ferramenta interessante para
comparar o perfil de atividade anti-inflamatoria entre as tinturas de Guaco, e a partir
disso foram feitos novos testes utilizando a TR-L2 e as TCs-L2 e L3. Enfrentando um
viés ainda desconhecido, ambas as linhagens J774.A1 e AMJ2-C11, ndo mais
estavam sendo ativadas pelo LPS. Por tal motivo foi utilizada a cultura de células
primarias descrita no item 4.8.1. Entdo ao testar ambos os lotes, foi vista a ineficiente
capacidade inibitoria da TCT-L3 (Figura 21A) e da TCB-L2 e L3 em ambos os lotes
(Figura 20B e 21B), quando comparada com a curva da TR-L2, corroboram os dados
encontrados no L1 (Figura 19). Esses dados parecem estar de acordo com 0s baixos
valores de CMR em sua composic¢ao (Tabela 8). Inesperadamente a TCT-L2 (CMR =
0,07 mg/g) apresentou um percentual de inibicdo proximo da TR-L2 nas maiores

diluigbes (Figura 17A).

As demais TCs obtiveram um padrdo de desempenho préximo ao da TR-L2
(Figura 20 e 21 — C, D, E), assim como na andlise do L1 (Figura 19 C, D, E). Mas a
TCI-L3 foi a que obteve uma curva de percentual de inibicdo mais proxima da TR-L2
(Figura 21E). Essa tintura possui 1,23 mg/g de CMR a mais que a TR-L2, e embora a
TCI-L2 também tenha mais cumarina (1,15 mg/g), o efeito inibitorio foi menos
acentuado em relagcéo a TR (Figura 20E). O fato da TCF-L2 e L3 ter uma similaridade
no perfil inibitério de NO (Figura 20C e 21C) mesmo quando o valor de CMR de um
lote € maior que o dobro do outro (Tabela 8), sugere que a atividade anti-inflamatoria

nao seja exclusivamente desencadeada por esse metabdlito. Curiosamente, ambos
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0s picos cromatograficos de alta intensidade, cujas moléculas por hora sao
desconhecidas e estavam presentes em todas as amostras (Figura 9 a 15), néo
parecem interferir nos resultados de atividade anti-inflamatéria, uma vez que as
tinturas que apresentaram baixo ou nenhum efeito anti-inflamatério (TCT e TCB)

também possuiam tais picos (Figura 14 e 15).

Na literatura h& bastante trabalhos que consolidam a utilizacdo do método de
dosagem do NO in vitro como forma de avaliar a atividade anti-inflamatéria de
produtos naturais. Trabalhos como o de Lau e colaboradores (2021), que avaliou entre
0s extratos de caules e folhas de Apium graveolens L., qual possui a melhor atividade
anti-inflamatéria na reducéo de NO produzido por células RAW 264.7 estimuladas com
LPS. O mesmo protocolo foi utilizado para avaliar os extratos metandlicos de folhas,
raizes, casca e frutos da espécie vegetal Sarcocephalus pobeguinii (NJOYA et al,
2017). A linhagem J774 parece predominar nos estudo nacionais para esse tipo de
analise. Justo e colaboradores (2015) utilizando a linhagem J774 e uma cultura
primaria de macrofagos murinos ativados com LPS, analisaram a capacidade das
espécies Zingiber officinale Roscoe e Rosmarinus officinalis L., com diferentes
sistemas de dispersdo, em interferir na producédo de NO. Outros trabalhos utilizando
uma metodologia similar a anterior em macrofagos da linhagem J774.A1, mensurou a
atividade inibitéria de NO de fracdbes com polaridades diferentes das espécies
Lychnophora passerina e Solidago chilensis Meyen. (OLIVEIRA et al, 2011; BRITO et
al, 2022).

A partir do mencionado no paragrafo anterior, somado com os resultados
vistos no presente trabalho, pode-se inferir que o protocolo utilizando os ensaios
comparativos in vitro poderia ser utilizado como um método de controle de qualidade
de atividade farmacologica dos derivados da M. glomerata, uma vez que a execucao
dessa metodologia é relativamente simples e com a obten¢éo dos resultados em 24
h.

Com o aumento da demanda nacional por plantas medicinais e seus
derivados, associado ao fato de que essas culturas possam estar contaminadas
propositalmente ou indiretamente por residuos de agrotoxico, a ANVISA, por meio da
RDC 105/2016, estabeleceu uma lista com os residuos de agrotoxicos que deveriam

ser investigados em fitoterapicos previamente ao registro (BESIL et al, 2017). Como
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ainda ndo ha métodos oficiais para a determinacédo de residuos de agrotoxicos em
plantas medicinais destinadas a producdo de medicamentos fitoterapicos, esses
devem ser validados. A ANVISA acatou as determinagbes da Norma SANTE,
alternativamente & RDC 166 de 2017, que dispdes sobre a validacdo de métodos
analiticos (SANTE, 2020; SILVA, SILVA, ROSSETO; 2022).

A fim de gerar dados de interesse ao setor publico ou privado, foi validada
neste trabalho, uma metodologia para analisar 268 residuos de agrotéxicos na matriz
tintura de M. glomerata 10% por CLUE-EM/EM. A validagdo do método foi realizada
nessa matriz, e ndo nas folhas, pelo simples motivo de que o processo extrativo para
0 preparo da tintura (etanol 70%) pode carrear residuos que ndo seriam encontrados
em outros tipos de preparo do material vegetal. Além disso, a tintura é incorporada no
preparo dos xaropes de Guaco, e ambas as formas farmacéuticas dessa espécie
vegetal sdo muito comercializadas no Brasil (ROCHA 2008, SOUZA, PORFIRO,
FILHO MENEZES, 2022).

A literatura ja relatou a presenca de agrotoxicos em amostras de Mikania sp.
Rodrigues e colaboradores (2007) encontraram hexaclorobenzeno, dieldrin e 4,4’-
DDE em amostras de Mikania sp., adquiridas no mercado de Jundiai (SP), através de
CG-EM. Santos (2018) validou uma metodologia para analisar 48 residuos de
agrotoxico, por CG-EM/EM, na matriz de folhas de M. glomerata. Ao realizar a analise
de 4 amostras comerciais, provenientes de Santa Maria (RS), uma delas apresentou

o residuo clorpirifés em sua composi¢do (SANTOS, 2018).

No estudo aqui apresentado, apos a validacdo do método analitico em CLUE-
EM/EM, os 3 lotes de TCs foram processados, e foi encontrado a presenca de CBZ
em 4 amostras, sendo que uma dessas ainda possuia DMF em sua composi¢cao
(Tabela 11). A legislacéo brasileira preconiza que so6 é permitido o uso de agrotéxicos
em culturas de plantas medicinais quando estas também forem destinadas ao
consumo alimenticio humano, como o caso do alho e da hortela, por exemplo. Por
outro lado, é possivel encontrar no volume 1 da 62ed. da Farmacopeia Brasileira, uma
lista intitulada “Limite aceitavel de residuos de agrotoxicos em mg/kg da droga
vegetal”, onde ambos, CBZ e DMF, nao estao presentes (BRASIL, 2019d). Diante
disto e somado ao fato anteriormente mencionado, pode-se inferir que estas 4

amostras estéo reprovadas pelo olhar legislativo.
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O CBZ é um fungicida benzimidazol de amplo espectro muito utilizado na
agricultura, e por apresentar uma degradacdo muito lenta, ele pode persistir no
ambiente por longos periodos, deixando residuos em alimentos, agua e plantas
medicinais (ZHANG et al, 2022). O IA ja foi proibido em diversos paises da
Comunidade Européia. E no Canada e nos Estados Unidos da América ele ndo é
registrado para o uso em culturas alimentares por apresentar caracteristicas
carcinogénicas, mutagénicas e toxicolégicas a nivel reprodutivo (SILVA, BARROS,
PAVAO, 2014).

Um estudo avaliou a toxicidade do CBZ frente ao desenvolvimento de
embrides de Zebrafish onde foi encontrado de forma dose-dependente o aumento da
taxa de deformacdo em até 96 h pdés-fecundacédo, com deformidades na cauda e
edema no pericardio sendo os parametros mais encontrados. Sendo que as
concentracfes mais altas testadas do CBZ (1,6 e 1,28 ug/mL) apresentaram uma taxa
de mortalidade de 100% da populacdo exposta. O mesmo estudo demonstrou que a
taxa de mortalidade desse IA aumentou, em concentracdes mais baixas, quando os
embrides foram expostos ao IA clorpirifos concomitantemente (FAN et al, 2021a). O
CBZ, em ratos Wistar machos tratados oralmente (50 mg/ kg/ dia) por 20 dias, induziu
a reducdo do peso relativo da préstata e o aumento dos valores de estradiol na
corrente sanguinea quando comparado com o grupo nao exposto. Além disso, o IA foi
capaz de causar estresse oxidativo, o que pode impactar na esparmatogénese e na

saude reprodutiva mesmo em individuos jovens (GARCIA et al, 2021).

Até 2019, o CBZ era um dos IAs mais comercializados no Brasil, ocupando a
162 posicdo, com 74 produtos técnicos e formulados registrados. Com o surgimento
de tantas novas evidéncias cientificas acerca do grau toxicolégico dessa substancia,
uma nova analise do seu registro se fez necessaria. Apos a reavaliacao toxicologica
do IA, que estd enquadrado na categoria toxicologica 1B e que até o momento nao foi
possivel estabelecer a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) do ativo, a ANVISA aprovou a
proposta da RDC 739 que proibe a sua producdo, importacdo, exportacao,
comercializacdo e uso no Brasil. Mas essa retirada sera gradativa para que nao
ocorram grandes impactos econdmicos, e com isso o |A ainda sera utilizado em solo

brasileiro pelos préximos anos (BRASIL, 2022c).
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Ja o DMF, fungicida morfolinico de amplo espectro, esta registrado junto a
ANVISA para a utilizacdo em mais de 50 culturas. Em sua monografia consta a IDA
de 0,2 mg/kg p.c. e possui classificagéo toxicolégica grau 4, sendo um produto pouco
toxico (BASF, 2020). Existem poucos estudos sobre a toxicidade do DMF na literatura.
Regueiro e colaboradores (2015) descreveram o efeito citotbxico em neurbnios
corticais priméarios expostos por 7 dias ao DMF (DLso = 58+6 uM). Outro trabalho
apresentou as deformidades na cauda e edema de pericardio encontrados em larvas
de Danio rerio, 48 h pdés-fecundacdo e exposicdo ao DMF (13,6 e 4,3 ug/mL,
respectivamente). O DMF foi capaz de desregular a expressao de genes responsaveis
por manter a viabilidade de minicromossomos e também de genes regulatérios do
ciclo celular, que podem resultar em ma formacdo ou estagnacao da proliferacao, e
consequente morte celular. Essa desregulacdo génica foi ainda mais acentuada
guando os animais foram expostos ao DMF e ao difenoconazol simultaneamente (FAN
et al, 2021Db).

Um trabalho investigou residuos de agrotoxicos em 3 espécies vegetais
comumente utilizadas na medicina tradicional chinesa. O CBZ (0,5 — 284,3 mg/kg) foi
encontrado em mais de 87% de 313 amostras analisadas por CLUE-EM/EM (XIAO et
al, 2019). Outro estudo investigou os rizomas de uma das espécies vegetais mais
conhecidas da medicina chinesa, e em 99 amostras testadas, todas apresentaram
residuos CBZ (0,38 a 343,55 mg/ kg) e 98 apresentaram residuos de DMF (1,38 a
364,44 mg/ kg) em sua composicdo (ZHANG et al, 2022). E assim como no Brasil, ndo
h& a descricdo do LMR dessas substancias para plantas medicinais.

Embora, o DMF esteja classificado atualmente como pouco téxico, a
comunidade cientifica ainda ndo aprofundou as investigacdes a cerca desse topico,
mas trabalhos recentes tém demonstrado o potencial téxico do DMF no
desenvolvimento embrionario, apresentando ainda um efeito sinérgico quando usado
concomitantemente com outro fungicida de outra classe quimica (FAN et al, 2021b).
Até o momento ndo ha dados suficientes na literatura para tragar o perfil toxicolégico
do DMF associado ao CBZ, que por sua vez possua alto grau de toxicidade.

Levando em consideracdo que os humanos sdo muito maiores do que 0s
organismos cujos agrotoxicos tém como alvo, ndo é esperado que pequenas

guantidades dessas substancias causem maleficios a saude. No entanto eles séo sim
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toxicos para os humanos. Nao apenas em altas doses, caracterizando uma
intoxicacdo aguda, mas também em pequenas doses, como has misturas de
agrotoxicos. Essa exposicdo de longa duracao, de baixas doses, pode causar cancer,
doencas neurodegenerativas, distarbio reprodutivos e de desenvolvimento, entre
outros (HERNANDEZ et al, 2013; GOLCALVES et al, 2020; SILVA, SILVA,
ROSSETO; 2022).

Como os agrotoxicos sao frequentemente utilizados em varios tipos de
plantacbes, seus residuos podem ser encontrados nos alimentos e na agua. Essa
exposicao diaria, proveniente da alimentacdo, associada ao uso também recorrente
de plantas medicinais e derivados, podem gerar efeitos tdxicos sinérgicos
desconhecidos. Pois apesar de muitos trabalhos na literatura descreverem os efeitos
toxicos de diferentes IAs, a verdade € que ha pouca informacdo acerca do efeito
gerado pela interacdo de multiplas substancias (HERNANDEZ et al, 2013;
GOLCALVES et al, 2020).

Diante dos dados de atividade farmacoldgica evidenciados, pode-se afirmar
gue as tinturas de M. glomerata ofertadas no Estado do Rio de Janeiro carecem de
uma padronizacdo da matéria-prima vegetal ou do cumprimento do processo extrativo
oficinal descrito na FFFB. Associado ao fato de que amostras comerciais tém
apresentado residuos de agrotoxico inadequados em sua composicao, levanta-se a

necessidade da melhoria das fiscalizacdes por intermédio de érgéos de vigilancia.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo concluiu que o modelo experimental in vitro para quantificar
o percentual de inibicdo da producdo de NO é uma ferramenta promissora para ser
utilizada como método de controle de qualidade de atividade farmacologica de tinturas
de M. glomerata 10%. Associado a isso, foram estabelecidos valores de CMR nos
ensaios in vivo que poderdo ser utilizados como parametros em analises de
doseamento com fins de controle de qualidade. Garantindo assim, a efetividade
terapéutica a partir dos valores de CMR encontrado em métodos analiticos.

O presente trabalho também estabeleceu valores de residuo seco que poderdo
ser utilizados como padrao de qualidade para unidades basicas de producdo. Além
do mais, foi desenvolvida e validada uma metodologia analitica por CLUE-EM/EM
para analisar 268 residuos de agrotoxicos na matriz de tintura de M. glomerata 10%
conforme requisitos descritos nas RDCs 26 de 2014 e 105 de 2016.

As analises comparativas das TCs evidenciaram um desvio de qualidade
acentuado nos produtos que estdo sendo ofertados para a populacdo do Rio de
Janeiro. Além da auséncia de atividade terapéutica, foi encontrado residuos de
fungicidas em algumas amostras. Esses dados demonstram claramente a
necessidade da padronizacdo das matérias-primas e dos processos extrativos, bem

como uma maior atuacao das agéncias regulatorias.
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COMPOSTOS r R? COMPOSTOS r R?
3-OH-Carbofurano 0,9969 0,9938 Ciprodinil 0,9984  0,9969
Acetamiprido 0,9992 0,9984 Ciromazina 0,9935 0,9870
Alacloro 1 0,9960 0,9921 Clodimeforme 0,9943  0,9887
Alacloro 2 0,9878 0,9757 Clomazona 0,9975  0,9950
Alanicarbe 0,9909 0,9818 Clorantraniliprole 0,9961 0,9921
Aldicarbe 0,9935 0,9870 Clorbromurom 0,9902 0,9804
Aldicarbe sulfona 0,9990 0,9981 Clorfenvinfds 0,9950 0,9899
Ametrina 0,9973 0,9946 Clorfluazurom 0,9890 0,9782
Amicarbazona 0,9979 0,9958 Cloroxurom 0,9992 0,9985
Aminocarbe 0,9987 0,9974 Clotianidina 0,988 0,9773
Atrazina 0,9968 0,9936 Coumafos 0,9962  0,9925
Azaconazol 0,9997 0,9993 Cresoxim metilico 0,9984  0,9968
Azametifds 0,9999 0,9997 Daimurom 0,9988  0,9975
Azinfos etilico 0,9935 0,9871 Demeton-S-metilico 0,9923 0,9846
Azinfés metilico 0,9975 0,9950 Desmedifam 0,9975 0,9949
Azoxistrobina 0,9983 0,9966 Diazinona 0,9976 0,9952
Benalaxil 0,9991 0,9982 Diclofluanida 0,9913 0,9827
Bendiocarbe 0,9980 0,9960 Diclorvés 0,9946  0,9892
Benomil 0,9995 0,9991 Dicrotofds 0,9961 0,9923
Benzoato de emamectina  0,9861 0,9724 Dietofencarbe 0,9994  0,9987
Bifenazate 0,9905 0,9811 Difenoconazol 0,9968 0,9935
Bitertanol 0,9861 0,9723 Difenoxuron 0,9943 0,9887
Boscalida 0,9958 0,9916 Diflubenzuron 0,9886 0,9773
Bromuconazol 0,9952 0,9904 Dimetenamida 0,9986 0,9971
Bupirimato 0,9982 0,9965 Dimetoato 0,9994 0,9988
Buprofezina 0,9995 0,9990 Dimetomorfe 0,9988 0,9976
Butacloro 0,9939 0,9879 Dimoxistrobina 0,9985 0,9969
Butocarboxim 0,9874 0,9750 Diniconazol 0,9917 0,9835
Butocarboxim sulféxido 0,9993 0,9985 Dioxacarbe 0,9982  0,9965
Cadusafds 0,9969 0,9939 Dissulfotom 0,9947 0,9894
Carbaril 0,9966 0,9932 Diurom 0,9972 0,9944
Carbendazim 0,9982 0,9963 DMSA 0,9903  0,9807
Carbetamida 0,9994 0,9988 DMST 0,9990 0,9980
Carbofurano 0,9992 0,9984 Dodemorfe 0,9993 0,9985
Carboxina 0,9963 0,9926 Dodine 0,9960 0,9920
Carbutilato 0,9992 0,9983 Epoxiconazol 0,9993 0,9987
Carfentrazona etilica 0,9967 0,9934 Espinetoram 0,9907 0,9814
Carpropamida 0,9971 0,9941 Espinosade A 0,9955 0,9911
Ciazofamida 0,9961 0,9922 Espinosade D 0,9951 0,9903
Cicloxidine 0,9955 0,9911 Espirodiclofeno 0,9990 0,9980
Ciflufenamida 0,9964 0,9929 Espiromesifeno 0,9953  0,9906
Cimoxanil 0,9844 0,9691 Espirotetramato 0,9983 0,9966
Ciproconazol 0,9932 0,9864 Espiroxamina 0,9981 0,9961
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Esprocarbe 0,9998 0,9996 Fosfamidona 0,9965 0,9931
Etidimurom 0,9980 0,9961 Fosmete 0,9999  0,9998
Etiofencarbe 0,9980 0,9961 Foxim 0,9981 0,9963
Etiofencarbe sulfona 0,9981 0,9962 Fuberidazol 0,9981 0,9962
Etiofencarbe sulfoxido 0,9992 0,9985 Furalaxil 0,9986 0,9972
Etiona 0,9989 0,9978 Furatiocarbe 0,9990 0,9980
Etiprole 0,9968 0,9937 Halofenosideo 0,9937 0,9874
Etirimol 0,9976  0,9953 Heptenofds 0,9964  0,9928
Etobenzanida 0,9930 0,9860 Hexaconazol 0,9971 0,9942
Etofenprox 0,9975 0,9951 Hexitiazox 0,9808 0,9619
Etofumesato 0,9972 0,9943 Imazalil 0,9990 0,9980
Etoprop (Etoprofés) 0,9986 0,9972 Imazapique 0,9978  0,9956
Etoxazol 0,9991 0,9983 Imazapir 0,9955 0,9911
Etrinfds 0,9893 0,9787 Imazaquim 0,9965 0,9930
Famoxadona 0,9929 0,9859 Imazetapir 0,9990 0,9980
Fenamidona 0,9975 0,9951 Imazosulfurom 0,9919 0,9839
Fenamifds 0,9961 0,9923 Imibenconazol 0,9949 0,9899
Fenarimol 0,9864 0,9730 Imidacloprido 0,9976  0,9953
Fenazaquina 0,9941 0,9882 Indoxacarbe 0,9973 0,9947
Fenbuconazol 0,9974 0,9947 Iprovalicarbe 0,9988 0,9977
Fenhexamida 0,9928 0,9857 Isocarbamida 0,9989 0,9979
Fenmedifam 0,9937 0,9874 Isofenofds 0,9918 0,9836
Fenobucarbe 0,9964 0,9928 Isoprocarbe 0,9985 0,9970
Fenoxicarbe 0,9985 0,9969 Isoprotiolona 0,9960 0,9920
Fenpiroximato 0,9974 0,9948 Isoproturom 0,9983 0,9967
Fenpropatrina 0,9838 0,9678 Isoxaflutol 0,9829 0,9662
Fenpropidina 0,9992 0,9984 Isoxationa 0,9983 0,9965
Fenpropimorfe 0,9981 0,9963 Lactofem 0,9960 0,9920
Fentiona sulféoxido 0,9992 0,9984 Linurom 0,9860 0,9721
Fentoato 0,9976 0,9952 Malationa 0,9997 0,9994
Fenurom 0,9987 0,9974 Mandipropamida 0,9982  0,9964
Flonicamida 0,9948 0,9896 Mefenacete 0,9991 0,9982
Fluazifope-p-butilico 0,9982 0,9965 Mefosfolam 0,9961 0,9923
Flufenacete 0,9996 0,9992 Mepanipirim 0,9974  0,9947
Flufenoxurom 0,9939 0,9878 Mepronil 0,9981 0,9962
Fluoxastrobina 0,9986 0,9973 Mesotriona 0,9914  0,9828
Fluguinconazol 0,9878 0,9758 Metalaxil 0,9981 0,9961
Flusilazol 0,9996 0,9992 Metalaxil M 0,9978 0,9955
Flutolanil 0,9989 0,9977 Metamidofds 0,9972 0,9944
Flutriafol 0,9993 0,9985 Metconazol 0,9983 0,9966
Fluxapiroxade 0,9897 0,9796 Metidationa 0,9995 0,9990
Forclorfenurom 0,9992 0,9983 Metiocarbe 0,9991 0,9983
Fosalona 0,9985 0,9969 Metiocarbe sulfona 0,9989 0,9978
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Metiocarbe sulfoxido  0,9988 0,9976 Procloraz 0,9974  0,9948
Metobromurom 0,9987 0,9975 Profenofds 0,9957 0,9914
Metomil 0,9992 0,9985 Prometom 0,9992 0,9984
Metoxifenosida 0,9984 0,9968 Prometrina 0,9990 0,9979
Metoxurom 0,9962 0,9923 Propargito 0,9983 0,9966
Metrafenona 0,9950 0,9900 Propazina 0,9992 0,9983
Metroprotrina 0,9971 0,9943 Propiconazol 0,9964 0,9928
Metsulfurom metilico 0,9986 0,9972 Propizamida (Pronamida) 0,9926  0,9853
Mevinfds 0,9947 0,9894 Propoxur 0,9956 0,9913
Miclobutanil 0,9993 0,9986 Proquinazide 0,9925 0,9851
Molinato 0,9914 0,9828 Protioconazol 0,9806 0,9616
Monalida 0,9946 0,9893 Quinalfds 0,9966  0,9932
Monocrotofés 0,9953 0,9907 AQuinoxifem 0,9984  0,9967
Monolinurom 0,9951 0,9902 Quizalofope etilico 0,9907 0,9814
Neburom 0,9994 0,9988 Rotenona 0,9971 0,9942
Nitenpiram 0,9907 10,9815 Sebutilazina 0,9984  0,9968
Norflurazom 0,9972 0,9945 Sidurom 0,9988 0,9977
Nuarimol 0,9845 0,9692 Simazina 0,9899  0,9800
Ometoato 0,9986 0,9971 Simetrina 0,9970 0,9940
Oxadiargil 0,9892 0,9784 Sulfentrazona 0,9882  0,9765
Oxadixil 0,9982 0,9965 Tebuconazol 0,9954  0,9908
Oxamil 0,9983 0,9967 Tebufenosida 0,9969 0,9938
Oxamil oxima 0,9991 0,9981 Tebufenpirade 0,9958 0,9916
Oxicarboxina 0,9981 0,9962 Tebupirinfos 0,9984  0,9968
Paclobutrazol 0,9987 0,9973 Tebutiurom 0,9994  0,9987
Pencicurom 0,9986 0,9972 Temefds 0,9948  0,9895
Penconazol 0,9980 0,9960 Tepraloxidim 1 0,9885 0,9772
Pendimetalina 0,9916 0,9833 Tepraloxidim 2 0,9989 0,9979
Permetrina 0,9845 0,9692 Terbufds 0,9969 0,9939
Picoxistrobina 0,9983 0,9967 Terbumetom 0,9983 0,9966
Pimetrozina 0,9986 0,9972 Terbutrina 0,9975 0,9951
Piperonil butdxido 0,9987 0,9973 Tetraconazol 0,9966 0,9932
Piraclostrobina 0,9954 0,9909 Tiabendazol 0,9994  0,9989
Pirazofds 0,9986 0,9971 Tiacloprido 0,9982 0,9965
Piridabem 0,9986 0,9972 Tiametoxam 0,9959 0,9919
Piridafentiona 0,9973 0,9946 Tiobencarbe 0,9930 0,9860
Pirifenox 0,9965 0,9929 Tiodicarbe 0,9991 0,9981
Pirimetanil 0,9981 0,9962 Tiofanato metilico 0,9950 0,9900
Pirimicarbe 0,9990 0,9979 Tiofanox 0,9852 0,9705
Pirimicarbe desmetil 0,9984 0,9967 Tiofanox sulfona 0,9977 0,9955
Pirimifds etilico 0,9993 0,9986 Tiofanox sulféxido 0,9943 0,9886
Pirimifds metilico 0,9993 0,9986 Tolifluanida 0,9963 0,9926
Piriproxifem 0,9989 0,9978 Triadimefom 0,9981 0,9962
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Triadimenol 0,9953 0,9907 Triflumizol 0,9990 0,9979
Triazofds 0,9981 10,9961 Triflumurom 0,9816  0,9636
Triciclazol 0,9978 0,9956 Triflusulfurom metilico 0,9954  0,9907
Triclorfom 0,9983 0,9966 Triticonazol 0,9981 0,9962
Tridemorfe 0,9977 0,9953 Uniconazol 0,9974 0,9949
Trifenmorfe 0,9982 0,9965 Vamidotiona 0,9986 0,9972
Trifloxistrobina 0,9984 0,9968 Zoxamida 0,9925 0,9851
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Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
COMPOSTOS DP CV(%) DP CV(%) COMPOSTOS DP CV(%) DP CV(%)
3-OH-Carbofurano 2,8 2,7 3 3 Carbaril 6,1 5,6 4,1 3,9
Acefato 3,1 3 2,1 2,1 Carbendazim 3 2,8 3,9 3,7
Acetamiprido 3,2 3,1 1,3 1,2 Carbetamida 4,6 4,4 4,8 4,9
Acetocloro 11,9 11,5 7,1 7 Carbofurano 3,8 3,5 1,6 1,6
Alacloro 1 7,4 6,8 2,1 2 Carbosulfano 30,2 15,8 16,5 17,6
Alacloro 2 11,3 10 7,6 6,2 Carboxina 4,8 4,7 4,5 4,6
Alanicarbe 9,5 9 7,3 7,7 Carbutilato 5,6 4,7 2,5 2,1
Aldicarbe 8,5 8 6,1 6,3 Carfentrazona etilica 4,2 4,2 3 3,1
Aldicarbe sulfona 3,6 3,4 2,2 2,2 Carpropamida 7,4 7 4 3,8
Ametrina 3,9 3,7 2,4 2,4 Ciazofamida 4,7 4,6 5,2 5,2
Amicarbazona 7,4 7 3,5 3,6 Cicloxidine 5,6 5,8 3,8 4,1
Aminocarbe 4,8 4,6 1,9 1,8 Ciflufenamida 4,5 4,1 4,3 4
Atrazina 4,1 4,1 4,6 4,5 Cimoxanil 8,2 8,1 8,3 8,3
Azaconazol 3,2 3,1 2,7 2,6 Ciproconazol 11,8 11,8 5,7 5,2
Azametifds 2,6 2,4 2,8 2,7 Ciprodinil 5,2 51 2,7 2,7
Azinfds etilico 5,9 5,4 4,8 4,7 Ciromazina 5,3 4,9 5,5 5,4
Azinfds metilico 6,8 6,7 5,2 4,8 Clodimeforme 4,4 4,2 2,6 2,4
Azoxistrobina 3,9 3,5 3,7 3,5 Clomazona 2,6 2,5 3,1 3,1
Benalaxil 1,9 1,8 1,8 1,8 Clorantraniliprole 6,6 6,4 3,4 3,4
Bendiocarbe 3,3 3,1 2,4 2,4 Clorbromurom 7 6,4 5,5 5,7
Benfuracarbe 209 185 12,6 12,9 Clorfenvinfos 3,2 2,9 4,4 4,3
Benomil 2 1,9 2,6 2,5 Clorfluazurom 9,7 9,2 9,4 9,7
Benzoato de emamectina 9,2 8,2 10,8 10,2 Clorimurom etilico 13,3 11,6 8,7 8
Bifenazate 15,6 12,3 16,9 11,3 Cloroxurom 3 2,8 1,7 1,7
Bifentrina 67,4 9 22,3 7,9 Clorpirifés 11,1 10,7 5,7 5,8
Bitertanol 8,1 7,5 4,8 4,8 Clotianidina 5,7 5,3 4,2 4,1
Boscalida 4,3 3,8 5,4 5,2 Coumafos 6,2 6 3,1 3
Bromuconazol 6,6 5,8 3 2,9 Cresoxim metilico 3,9 3,6 3,8 3,7
Bupirimato 3,7 3,5 2,1 2 Cumilurom 17,2 16,4 14,2 13,2
Buprofezina 2,7 2,5 2,4 2,2 Daimurom 4,4 3,9 2,4 2,2
Butacloro 7,5 7,2 3,1 3 Dazomete 4,1 4 6,8 5,5
Butocarboxim 8,3 7,4 7,8 7,8 Demeton-S-metilico 5,6 5,2 4,4 4,2
Butocarboxim sulfoxido 2,9 2,7 1,7 1,7 Desmedifam 3,9 3,7 2,5 2,4
Cadusafos 8,5 7,4 5,4 4,9 Deltametrina 19,4 19,9 5,6 5,7
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Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
COMPOSTOS DP CV(%) DP CV(%) COMPOSTOS DP CV(%) DP CV (%)
Diazinona 3,3 3,1 2,3 2,3 Etiofencarbe sulféxido 3,8 3,6 3,2 3,1
Diclofluanida 11,1 10 4,8 4,6 Etiona 3,9 3,6 3,4 3,3
Diclorvos 7,8 7,4 4,4 4,3 Etiprole 8,4 8,2 3,1 2,9
Dicrotofds 2,9 2,7 4,9 4,9 Etirimol 3,8 3,6 1,9 1,9
Dietofencarbe 3,3 3 2,4 2,3 Etobenzanida 6,8 6,3 6,6 6,4
Difenoconazol 5,9 5,7 3,9 3,9 Etofenprox 5,9 5,3 5,2 5
Difenoxuron 6,2 5,7 3,3 3,3 Etofumesato 4,1 3,9 2,4 2,4
Diflubenzuron 8,1 7,4 8,5 8 Etoprop (Etoprofds) 3,1 3 1,9 1,8
Dimetenamida 4 3,8 2,2 2,2 Etoxazol 2,7 2,5 2,4 2,3
Dimetoato 3 2,8 2,2 2,1 Etrinfos 14,4 14,7 5,8 5,8
Dimetomorfe 4,3 4,4 2,5 2,5 Famoxadona 7,6 7,4 6 5,8
Dimoxistrobina 2,9 2,8 2,2 2,1 Fenamidona 4,2 3,9 3,6 3,6
Diniconazol 8,8 8,3 4,2 4 Fenamifos 3 2,9 2,3 2,2
Dioxacarbe 3,6 3,5 3,3 3,3 Fenarimol 10,3 10,4 5,4 5,4
Dissulfotom 10,4 9,8 4,6 4,5 Fenazaquina 4,9 49 3,5 3,5
Diurom 4,8 4,6 2,9 2,9 Fenbuconazol 7,8 7,2 4,9 4,7
DMSA 7,6 7,3 5,7 5,3 Fenhexamida 8,6 8,7 4,6 4,5
DMST 4,6 4,3 1,5 1,5 Fenmedifam 4,6 4,6 2,7 2,8
Dodemorfe 2 1,9 1,6 1,6 Fenobucarbe 2,2 2,1 3,1 3
Dodine 4,6 4,2 3,6 3,5 Fenoxicarbe 4,3 4,1 2,2 2,2
Epoxiconazol 2,7 2,6 2,6 2,5 Fenpiroximato 4,1 3,7 2,4 2,4
Eprinomectina 11,4 12,3 6,5 6,5 Fenpropatrina 8,4 7,9 5,5 5,3
EPTC 101 94 63 6 Fenpropidina 22 22 3 2,9
Espinetoram 4,2 3,8 4,1 3,8 Fenpropimorfe 2,6 2,5 2,6 2,6
Espinosade A 6,6 6,2 5,3 5,1 Fentiona sulféxido 4,7 4,5 1,8 1,8
Espinosade D 2,8 2,7 5,2 5,2 Fentoato 5,7 5,4 1,5 1,5
Espirodiclofeno 5,2 4,8 2,4 2,4 Fenurom 4,3 4,2 1,8 1,8
Espiromesifeno 5,2 4,7 3,8 3,6 Flonicamida 8,6 8,5 9,7 10,1
Espirotetramato 3,9 3,7 4,2 4,2 Fluazifope-p-butilico 3,5 3,4 4,6 4,4
Espiroxamina 1,4 1,3 1 1 Flufenacete 4,3 4 2,9 2,8
Esprocarbe 3 2,9 2,1 2,1 Flufenoxurom 7,8 7,1 3 2,9
Etidimurom 5,7 5,3 3,6 3,5 Fluoxastrobina 2,6 2,4 2,5 2,5
Etiofencarbe 5,1 4,9 3 3,1 Fluquinconazol 12,3 12,1 12,2 12,9
Etiofencarbe sulfona 4,1 4,1 2,6 2,7 Flusilazol 3,7 3,3 1 0,9
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Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
COMPOSTOS DP CV(%) DP CV(%) COMPOSTOS DP CV(%) DP CV (%)
Flutiaceto metilico 18,7 17,6 7,2 7,5 Lactofem 4,6 4,4 3,9 3,8
Flutolanil 4 3,7 3,6 3,5 Linurom 3,1 3 6,1 5,9
Flutriafol 4,7 4,5 3,1 3,1 Malationa 3,4 3,2 0,6 0,6
Fluxapiroxade 7,2 6,8 2,8 2,7 Mandipropamida 5 4,6 2,5 2,4
Forclorfenurom 3,5 3,3 1,7 1,6 Mefenacete 2 1,9 1,7 1,6
Fosalona 4,3 4 3 2,9 Mefosfolam 5,3 49 3,1 3,1
Fosfamidona 4,4 4,2 1,3 1,3 Mepanipirim 5,1 4,9 4,7 4,7
Fosmete 2,4 2,3 3,3 3,2 Mepronil 3,3 3,2 1,7 1,7
Foxim 4,8 4,3 4,4 4 Mesotriona 49 4,9 5,4 5,4
Fuberidazol 3 2,9 3,4 3,3 Metalaxil 4,6 4,3 3,1 3
Furalaxil 4,4 4,3 2,6 2,6 Metalaxil M 2,9 2,7 2,2 2,1
Furatiocarbe 3,4 3,1 1,8 1,7 Metamidofds 4,2 4 2,3 2,4
Halofenosideo 4,2 3,9 4,4 4,1 Metconazol 4,5 4,5 2,9 3
Heptenofds 7,2 6,6 3,8 3,6 Metidationa 4,1 3,9 3,2 3,1
Hexaconazol 7,8 7,4 4,3 4,2 Metiocarbe 2,1 1,9 1,5 1,5
Hexitiazox 139 12,9 10,3 10,5 Metiocarbe sulfona 3,4 3,2 2,2 2,2
Imazalil 6,5 6,4 2,5 2,4 Metiocarbe sulféxido 2,5 2,3 2 1,9
Imazapique 2,8 2,6 3,1 3 Metobromurom 6,4 6,2 3,2 3,1
Imazapir 7 6,9 3,5 3,5 Metoprene 7,9 11,3 16,4 14,2
Imazaquim 8,5 8,1 4,7 4,6 Metoxifenosida 2,6 2,4 2,5 2,4
Imazetapir 5,3 5,2 1,9 1,9 Metoxurom 4,2 3,9 2,1 2
Imazosulfurom 8,5 8,3 4,3 4,3 Metrafenona 4,2 4,2 3,9 3,9
Imibenconazol 5,9 5,2 4,8 4,2 Metroprotrina 3,5 3,2 3,1 3
Imidacloprido 6,3 5,9 2,7 2,7 Metsulfurom metilico 5,1 4,6 4,3 4,1
Indoxacarbe 12,1 12 3,5 3,4 Mevinfds 5,9 5,8 4,3 4,2
Iprovalicarbe 3,6 3,3 1,8 1,7 Miclobutanil 4 3,8 2,6 2,6
Isocarbamida 2,8 2,6 2,4 2,5 Molinato 6,5 6 5,6 5,3
Isofenofds 7,3 7,1 6,6 6,3 Monalida 5,8 5,6 4,6 4,7
Isoprocarbe 3,1 3,2 1,7 1,8 Monocrotofds 4,3 4 1,6 1,5
Isoprotiolona 4 3,7 3,1 3 Monolinurom 3,3 3,2 3,1 3
Isoproturom 3,2 3,1 3 3 Moxidectina 18,5 18,4 11,3 10,4
Isoxaflutol 10,4 8,9 10,6 9,9 Neburom 2,2 2,1 3 3
Isoxationa 3,1 2,9 3 2,9 Nitenpiram 10,4 9,8 5,6 5,2
Ivermectina 14,7 11,4 3 5,3 Norflurazom 3,8 3,6 2 2
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Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
COMPOSTOS DP CV(%) DP CV(%) COMPOSTOS DP CV(%) DP CV(%)
Nuarimol 9,7 8,8 5,2 4,9 Propoxur 3,1 2,9 1,9 1,8
Ometoato 3 2,9 1,8 1,8 Proquinazide 11,3 8,7 8 6,3
Oxadiargil 10,2 9,6 6,9 7,1 Protioconazol 20,7 184 17,2 17,4
Oxadixil 5 4,8 2,1 2 Quinalfds 2,3 2,2 3,2 3,2
Oxamil 3,2 3,1 2 2,1 Quinoxifem 5,6 5,5 1,8 1,8
Oxamil oxima 8,7 9,3 3,9 4 Quizalofope etilico 12,1 11,1 7 6,6
Oxicarboxina 2 1,9 1 1 Rotenona 9,4 9,1 2,2 2,3
Paclobutrazol 3,6 3,4 2,7 2,6 Sebutilazina 3,1 3 1 1
Pencicurom 3,4 3,3 1,9 1,8 Sidurom 2,6 2,4 1,5 1,5
Penconazol 4,4 4,3 4,1 4,2 Simazina 9,2 10,1 5,2 5,6
Pendimetalina 6,6 6,2 8,1 8,1 Simetrina 2,6 2,5 2,8 2,8
Permetrina 15,6 14,4 9,6 8,9 Sulfentrazona 2,7 2,9 8 9,2
Picoxistrobina 1,8 1,7 1,7 1,6 Tebuconazol 2,3 2,2 2 2
Pimetrozina 4,7 4,4 0,9 0,9 Tebufenosida 3 2,9 2,1 2,1
Piperonil butéxido 3,1 3 3,2 3,1 Tebufenpirade 5 4,8 1,7 1,7
Piraclostrobina 5,5 5,2 2 1,9 Tebupirinfos 3,1 2,8 3,2 3,1
Pirazofds 2,8 2,7 1,8 1,7 Tebutiurom 1,8 1,7 1,1 1,1
Piridabem 4,9 4,6 5,3 5,1 Temefods 3,8 3,6 2,1 2,1
Piridafentiona 3,7 3,5 2,6 2,5 Tepraloxidim 1 9,9 8,8 8,5 8,5
Pirifenox 4,1 4,1 2,8 2,6 Tepraloxidim 2 10,8 10,4 6 6
Pirimetanil 3,4 3,3 1,1 1,1 Terbufds 12 9,9 9 8,6
Pirimicarbe 2,7 2,5 1,3 1,3 Terbumetom 2,4 2,2 2,6 2,6
Pirimicarbe desmetil 2,9 2,9 2,2 2,3 Terbutrina 3,1 3 1,6 1,6
Pirimifds etilico 2,6 2,6 2,8 2,8 Tetraconazol 5,8 5,5 3,8 3,7
Pirimifds metilico 3,5 3,4 2,3 2,3 Tiabendazol 2,5 2,4 1,5 1,5
Piriproxifem 4,2 3,9 3,2 3,1 Tiacloprido 3,1 2,9 3,6 3,6
Procloraz 5,3 5 3,4 3,2 Tiametoxam 4,8 4,5 2,9 2,8
Profenofoés 6,2 5,8 3,8 3,7 Tiobencarbe 12,4 11,1 7,6 7
Prometom 2,5 2,5 1,9 1,9 Tiodicarbe 3,3 3,2 3 3
Prometrina 1,7 1,6 1,7 1,7 Tiofanato metilico 4,4 4,6 1,7 1,9
Propargito 3,4 3,2 4,3 4 Tiofanox 13,9 13,6 9,8 9,9
Propazina 3,5 3,3 1,8 1,8 Tiofanox sulfona 4,4 4,4 3,6 3,8
Propiconazol 3 2,7 3,6 3,6 Tiofanox sulfoxido 6,5 5,8 2,5 2,5
Propizamida (Pronamida) 9,6 9,9 9,7 10,3 Tolifluanida 6,3 5,8 1,9 1,9
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Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
COMPOSTOS DP CV(%) DP CV(%) COMPOSTOS DP CV(%) DP CV (%)
Triadimefom 3,5 3,3 3 3 Triflumizol 2,8 2,6 3,6 3,4
Triadimenol 5 4,7 2,6 2,6 Triflumurom 21,9 20 10,5 114
Triazofds 3 2,8 1,5 1,4 Triflusulfurom metilico 3,8 3,6 3,4 3,4
Triciclazol 2,3 2,2 3 3 Triticonazol 4,6 4,2 3,2 3,2
Triclorfom 4,3 4,2 3,4 3,3 Uniconazol 3,3 3,2 3,4 3,3
Tridemorfe 4,3 4,1 1,8 1,8 Vamidotiona 4,4 4,1 3,6 3,4
Trifenmorfe 2,9 2,7 3 2,9 Zoxamida 4,8 4,5 3,3 3
Trifloxistrobina 3,4 3,2 3,4 3,4
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Nivel 1 Nivel 2
COMPOSTOS Conc. (mg/kg) Rec. (%) Conc. (mg/kg) Rec. (%)

3-OH-Carbofurano 0,049 104,7 0,119 101,4
Acefato 0,049 103,4 0,118 100,5
Acetamiprido 0,05 105,6 0,119 101,3
Acetocloro 0,049 103,7 0,12 102

Alacloro 1 0,051 109,3 0,127 108,2
Alanicarbe 0,05 106,2 0,111 94,6
Aldicarbe 0,05 105,9 0,113 96,3
Aldicarbe sulfona 0,05 106 0,121 102,6
Aldicarbe sulféxido 0,055 117,3 0,123 104,5
Ametrina 0,049 104,6 0,119 101,2
Amicarbazona 0,05 106 0,113 96,4
Aminocarbe 0,05 106 0,121 103,3
Atrazina 0,048 101,2 0,118 100,7
Azaconazol 0,049 103,9 0,12 102,4
Azadiractina 0,045 94,9 0,14 118,9
Azametifds 0,05 105,9 0,12 102,1
Azinfds etilico 0,051 107,8 0,118 100,6
Azinfés metilico 0,048 101,6 0,127 107,9
Azoxistrobina 0,052 110,4 0,123 104,7
Benalaxil 0,051 107,6 0,121 103

Bendiocarbe 0,049 104,2 0,122 103,3
Benfuracarbe 0,053 112,8 0,116 98,2
Benomil 0,052 109,5 0,124 105,1
Benzoato de emamectina 0,053 112 0,125 106,4
Bitertanol 0,051 108,1 0,12 101,8
Boscalida 0,053 113,6 0,123 104,2
Bromofds metilico 0,034 71,4 0,136 115,4
Bromuconazol 0,054 114,2 0,12 102,1
Bupirimato 0,05 105,7 0,124 105,3
Buprofezina 0,05 105,7 0,125 106,3
Butacloro 0,049 103,5 0,121 102,7
Butocarboxim 0,053 112,1 0,118 100,4
Butocarboxim sulféxido 0,05 107,1 0,119 101,3
Cadusafés 0,054 115 0,127 108,3
Carbaril 0,051 109,1 0,124 105,5
Carbendazim 0,05 106,8 0,121 103,1
Carbetamida 0,049 104,5 0,116 98,8
Carbofurano 0,05 107 0,122 103,8
Carboxina 0,048 101,5 0,114 97

Carbutilato 0,055 117,4 0,139 117,8
Carfentrazona etilica 0,047 100,9 0,111 94,1
Carpropamida 0,049 105 0,123 104,9
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Nivel 1

Nivel 2

COMPOSTOS
Ciazofamida
Cicloxidine
Ciflufenamida
Cimoxanil
Cipermetrina
Ciproconazol
Ciprodinil
Ciromazina
Clodimeforme
Clofentezina
Clomazona
Clorantraniliprole
Clorbromurom
Clorfenvinfés
Clorfluazurom
Clorimurom etilico
Cloroxurom
Clorpirifos
Clorpirifés metilico
Clotianidina
Coumaféds
Cresoxim metilico
Cumilurom
Daimurom
Demeton-S-metilico
Desmedifam
Deltametrina
Diazinona
Diclofluanida
Diclorvds
Dicrotofds
Dietofencarbe
Difenoconazol
Difenoxuron
Diflubenzuron
Dimetenamida
Dimetoato
Dimetomorfe
Dimoxistrobina
Diniconazol
Dioxacarbe
Dissulfotom
Diurom
DMSA

Conc. (mg/kg)
0,049
0,045
0,051
0,047

0,04
0,047
0,048
0,052
0,049
0,048
0,049
0,049
0,051
0,051

0,05
0,054
0,051
0,049
0,046

0,05
0,049
0,051
0,049
0,052
0,051

0,05
0,046

0,05
0,052

0,05
0,052
0,051
0,049
0,051
0,051

0,05

0,05
0,047

0,05

0,05

0,05

0,05
0,049
0,049

Rec. (%)
103,5
96,3
109,2
100,9
84,1
100,2
102,2
109,5
105
102,7
105
104
108,9
107,4
105,4
114,9
107,5
103,4
97,8
106,5
104
108
105,1
110,6
107,8
107
97,6
106,9
111,1
106
109,6
108,1
104,2
109
109,3
105,7
106,1
99
105,7
105,2
105,2
106,5
104,8
103,5

Conc. (mg/kg)
0,118
0,107
0,124
0,118
0,137
0,128
0,119
0,12
0,125
0,131
0,12
0,117
0,114
0,122
0,115
0,127
0,12
0,115
0,094
0,118
0,12
0,121
0,126
0,128
0,123
0,121
0,116
0,12
0,123
0,122
0,118
0,124
0,12
0,118
0,125
0,121
0,12
0,115
0,12
0,124
0,118
0,118
0,118
0,128

Rec. (%)
100,2
91,1
105,7
100,3
116,6
108,5
101,6
102,3
106,2
111,6
102,1
99,7
96,7
103,8
97,5
108
101,8
97,7
80,3
100,7
102,3
102,6
107,5
108,4
104,5
103,2
98,8
102,1
104,7
103,4
100,4
105,4
101,9
100,1
106,5
102,7
101,7
98
101,7
105,5
100,2
100,5
100
108,8
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Nivel 1

Nivel 2

COMPOSTOS
DMST
Dodemorfe
Dodine
Doramectina
Epoxiconazol
Eprinomectina
EPTC
Espinetoram
Espinosade A
Espinosade D
Espirodiclofeno
Espiromesifeno
Espirotetramato
Espiroxamina
Esprocarbe
Etidimurom
Etiofencarbe
Etiofencarbe sulfona
Etiofencarbe sulféxido
Etiona
Etiprole
Etirimol
Etobenzanida
Etofenprox
Etofumesato
Etoprop (Etoprofés)
Etoxazol
Etrinfos
Famoxadona
Fenamidona
Fenamifds
Fenarimol
Fenazaquina
Fenbuconazol
Fenhexamida
Fenitrotiona
Fenmedifam
Fenobucarbe
Fenoxicarbe
Fenpiroximato
Fenpropatrina
Fenpropidina
Fenpropimorfe
Fentiona

Conc. (mg/kg)
0,05
0,049
0,051
0,048
0,049
0,044
0,05
0,052
0,05
0,05
0,051
0,051
0,05
0,05
0,049
0,05
0,049
0,048
0,051
0,051
0,048
0,049
0,051
0,053
0,05
0,049
0,051
0,046
0,049
0,05
0,05
0,047
0,047
0,051
0,047
0,041
0,048
0,049
0,049
0,052
0,05
0,049
0,049
0,04

Rec. (%)
106,6
105
108,6
102,2
104,9
93,4
106,8
110,7
106,4
106,1
108,5
109,3
105,9
106
103,8
106,1
103,4
101,6
107,4
107,4
102,8
104,9
108
112,5
105,3
103,9
107,5
98,5
103,3
107,3
105,4
99,7
99,9
107,8
99,9
86,6
101,6
105,1
104,7
109,4
105,9
104,3
104,7
85

Conc. (mg/kg)
0,121
0,121
0,122
0,12
0,121
0,118
0,123
0,127
0,124
0,118
0,119
0,122
0,118
0,123
0,119
0,118
0,114
0,113
0,121
0,123
0,126
0,121
0,122
0,122
0,117
0,12
0,121
0,118
0,121
0,117
0,12
0,118
0,117
0,121
0,119
0,108
0,111
0,123
0,119
0,118
0,122
0,119
0,12
0,109

Média (%)
102,7
102,7
103,3
101,9

103
100,2
104,8
108,1
105,2

100
101,3
103,9
100,6
104,4
101,4
100,4

97,3

96,1
102,9
104,9
107,4
102,4
103,9
103,9

99,9
101,8
103,3
100,2
102,5

99,8
101,9
100,1

99,8
103,2

101

91,8

94,7
104,1
101,4
100,1
104,1

101
102,1

92,6
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COMPOSTOS
Fentiona sulféxido

Fentoato
Fenurom
Flonicamida

Fluazifope-p-butilico

Flufenacete
Flufenoxurom
Fluoxastrobina
Fluquinconazol
Flusilazol

Flutiaceto metilico

Flutolanil
Flutriafol
Fluxapiroxade
Forclorfenurom
Fosalona
Fosfamidona
Fosmete
Foxim
Fuberidazol
Furalaxil
Furatiocarbe
Halofenosideo
Heptenofds
Hexaconazol
Hexitiazox
Imazalil
Imazapique
Imazapir
Imazaquim
Imazetapir
Imazosulfurom
Imibenconazol
Imidacloprido
Indoxacarbe
Iprovalicarbe
Isocarbamida
Isocarbofds
Isofenofds
Isoprocarbe
Isoprotiolona
Isoproturom
Isoxaflutol
Isoxationa

Conc. (mg/kg)

0,05
0,05
0,048
0,047
0,049
0,051
0,052
0,05
0,048
0,052
0,05
0,05
0,049
0,05
0,05
0,051
0,048
0,049
0,053
0,048
0,048
0,051
0,051
0,051
0,05
0,051
0,047
0,051
0,048
0,049
0,048
0,048
0,054
0,051
0,047
0,052
0,049
0,04
0,049
0,046
0,051
0,049
0,055
0,05

Rec. (%)

106,3
106,4
103,1
100,7
104,9
107,6
110,1
106,1
101,9
110,1
106,4
106,9
104,9
106,7
107,1
108
102,8
103,4
112
101
101,6
107,8
107,4
108,6
105,6
107,7
100,6
108,4
102,2
104,9
102,1
102,6
114,4
107,5
100,4
109,5
104,4
84,8
103,7
98,8
107,8
104,1
116,3
106,1

Conc. (mg/kg)

0,117
0,122
0,119
0,113
0,124
0,122
0,125
0,12

0,111
0,12

0,114
0,12

0,119
0,12

0,119
0,12

0,119
0,12

0,128
0,121
0,117
0,121
0,127
0,124
0,12

0,116
0,122
0,122
0,12

0,122
0,116
0,118
0,135
0,118
0,119
0,121
0,116
0,11

0,124
0,112
0,123
0,119
0,126
0,123

Rec. (%)

99,2
103,8
100,9

96,3
105,1
103,5
106,1
101,9

94,8

102

97,1
101,9
101,3
102,4
100,8
102,3
101,2
102,2
108,8
102,5

99,9
102,7
107,6
105,2
101,6

98,3
103,6
103,3
102,2
103,3

98,7
100,4
114,3
100,5
100,8
102,6

98,9

93,7

105

95,3
104,6
100,9

107
104,2
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Nivel 1

Nivel 2

COMPOSTOS
Lactofem
Lambda-cialotrina
Linurom
Malationa
Mandipropamida
Mefenacete
Mefosfolam
Mepanipirim
Mepronil
Mesotriona
Metalaxil
Metalaxil M
Metamidofds
Metconazol
Metidationa
Metiocarbe
Metiocarbe sulfona
Metiocarbe sulféxido
Metobromurom
Metomil
Metoxifenosida
Metoxurom
Metrafenona
Metroprotrina
Metsulfurom metilico
Mevinfds
Miclobutanil
Molinato
Monalida
Monocrotofds
Monolinurom
Moxidectina
Neburom
Nitenpiram
Norflurazom
Novalurom
Nuarimol
Ometoato
Oxadiargil
Oxadixil
Oxamil
Oxamil oxima
Oxicarboxina
Paclobutrazol

Conc. (mg/kg)
0,05
0,054
0,049
0,051
0,051
0,05
0,05
0,049
0,049
0,047
0,05
0,051
0,05
0,048
0,05
0,05
0,05
0,052
0,048
0,052
0,051
0,05
0,047
0,051
0,052
0,048
0,049
0,051
0,049
0,05
0,049
0,047
0,049
0,05
0,049
0,047
0,052
0,049
0,05
0,05
0,048
0,044
0,05
0,05

Rec. (%)
106,1
114,1
104,8
108,1
109,1
106,4
106,4
104,9
104,2
99,4
106,4
108,2
105,5
101,6
106,2
106,3
105,3
109,5
102,9
109,6
107,5
106,9
99,5
108,3
109,4
102,3
103,3
108,8
103,2

106
104,4
100,4
104,9
105,9
104,1
100,1
110,2

104
106,1
105,5
102,5

93,7
106,8
105,6

Conc. (mg/kg)
0,118
0,128
0,12
0,121
0,122
0,123
0,118
0,117
0,121
0,118
0,123
0,123
0,116
0,116
0,121
0,12
0,12
0,123
0,122
0,122
0,124
0,122
0,118
0,121
0,123
0,119
0,12
0,124
0,116
0,121
0,12
0,128
0,117
0,126
0,119
0,108
0,124
0,118
0,115
0,122
0,111
0,116
0,121
0,122

Rec. (%)
100,7
108,5
102,1
102,8

104
104,4
100,6

99
102,5

100
104,4
104,2

98,2

98,3
102,5
102,4
102,4
104,7
103,7

93,5
105,7
103,9
100,3
102,9
104,6
101,5
101,6
105,7

98,5
102,8

102
108,6

99,1
107,5
101,5

91,6
105,5
100,1

97,7
103,6

94,6

98,5
103,2
103,4
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Nivel 1

Nivel 2

COMPOSTOS
Pencicurom
Penconazol
Pendimetalina
Permetrina
Picoxistrobina
Pimetrozina
Piperonil butdxido
Piraclostrobina
Pirazofds
Piridabem
Piridafentiona
Pirifenox
Pirimetanil
Pirimicarbe
Pirimicarbe desmetil
Pirimifds etilico
Pirimifds metilico
Piriproxifem
Procloraz
Profenofés
Prometom
Prometrina
Propanil
Propargito
Propazina
Propiconazol
Propizamida (Pronamida)
Propoxur
Protioconazol
Quinalfds
Quinoxifem
Quizalofope etilico
Rotenona
Sebutilazina
Sidurom
Simazina
Simetrina
Sulfentrazona
Tebuconazol
Tebufenosida
Tebufenpirade
Tebupirinfos
Tebutiurom
Temefds

Conc. (mg/kg)
0,049
0,048

0,05
0,051
0,051
0,051

0,05

0,05
0,049
0,049

0,05
0,048
0,049

0,05
0,048
0,048
0,049

0,05

0,05

0,05
0,048
0,049
0,059
0,051

0,05
0,051
0,046
0,051
0,053
0,049
0,048
0,051
0,048
0,049

0,05
0,043
0,049
0,044
0,049

0,05
0,049
0,051
0,049
0,049

Rec. (%)
104,5
102,4
105,7
108,3

108
107,5
105,5

106
103,8

105
105,6
102,2
104,7
106,8
101,7
101,9
104,4
106,8
106,6
106,4
102,6
104,6
100,8

108
106,2
108,4

96,8
107,9
112,7
103,8
102,4
109,4
102,9
104,3
105,7

90,5
104,7

94,3
104,3
105,3
103,6
108,4

104
104,5

Conc. (mg/kg)
0,12
0,117
0,118
0,126
0,121
0,119
0,121
0,122
0,121
0,123
0,122
0,124
0,114
0,121
0,114
0,119
0,121
0,122
0,122
0,121
0,117
0,118
0,136
0,125
0,122
0,119
0,111
0,125
0,116
0,118
0,115
0,125
0,112
0,119
0,117
0,11
0,119
0,103
0,116
0,117
0,119
0,122
0,119
0,116

Rec. (%)
101,8
99,1
100,6
107,5
102,9
101
103,1
103,7
103,1
104,3
104,1
105,3
96,9
102,9
96,6
100,8
102,6
103,5
104,1
102,6
99,6
100,3
115,8
105,8
103,3
101,1
94,1
106,5
98,8
100,5
98
106,7
95,3
101,3
99,7
93,6
100,9
87,4
98,9
99,3
100,9
103,8
101,1
98,8
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Nivel 1 Nivel 2
COMPOSTOS Conc. (mg/kg) Rec. (%) Conc. (mg/kg) Média (%)

Tepraloxidim 1 0,053 111,7 0,117 99,8
Tepraloxidim 2 0,049 103,1 0,119 100,8
Terbumetom 0,05 106,3 0,117 99,5
Terbutrina 0,048 102,9 0,118 100,2
Tetraconazol 0,049 104,6 0,118 100,7
Tiabendazol 0,048 101,8 0,117 99,5
Tiacloprido 0,05 106,7 0,119 101,1
Tiametoxam 0,05 106,5 0,122 103,8
Tiobencarbe 0,053 111,7 0,126 107,3
Tiodicarbe 0,049 104,8 0,118 100,4
Tiofanato metilico 0,045 94,9 0,111 94,5
Tiofanox 0,048 102,5 0,116 98,2
Tiofanox sulfona 0,047 99,9 0,109 93

Tiofanox sulfoxido 0,053 112,7 0,119 101,5
Tolclofés metilico 0,052 109,8 0,136 115,5
Tolifluanida 0,051 109,1 0,116 98,8
Triadimefom 0,049 105,1 0,121 102,6
Triadimenol 0,05 106,1 0,118 100,4
Triazofés 0,05 106,3 0,122 103,6
Triciclazol 0,049 104,4 0,119 100,38
Triclorfom 0,048 102 0,119 100,9
Tridemorfe 0,049 103,7 0,118 100,1
Trifenmorfe 0,05 106,7 0,121 103,2
Trifloxistrobina 0,05 105,4 0,119 101,5
Triflumizol 0,05 106,7 0,124 105,4
Triflumurom 0,052 109,5 0,109 92,3
Triflusulfurom metilico 0,049 105 0,119 100,9
Triforina 0,041 86,3 0,108 91,6
Triticonazol 0,052 111,5 0,119 101,4
Uniconazol 0,049 104,2 0,121 102,6
Vamidotiona 0,051 107,5 0,123 104,5
Zoxamida 0,05 105,7 0,126 106,7
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IAs validados para CLUE-EM/EM

3-OH-Carbofurano
Acefato
Acetamiprido
Alacloro 1
Alanicarbe
Aldicarbe
Aldicarbe sulfona
Ametrina
Amicarbazona

Aminocarbe
Atrazina
Azaconazol
Azametifds
Azinfés etilico
Azinfés metilico
Azoxistrobina
Benalaxil
Bendiocarbe
Benomil
Benzoato de emamectina
Bitertanol
Boscalida
Bromuconazol
Bupirimato
Buprofezina
Butacloro
Butocarboxim
Butocarboxim sulféxido
Cadusafds
Carbaril
Carbendazim
Carbetamida
Carbofurano
Carboxina
Carbutilato

Carfentrazona etilica
Carpropamida
Ciazofamida
Cicloxidine
Ciflufenamida
Cimoxanil
Ciproconazol
Ciprodinil
Ciromazina
Clodimeforme
Clomazona
Clorantraniliprole
Clorbromurom

Clorfenvinfds

Clorfluazurom
Cloroxurom
Clotianidina
Coumafds

Cresoxim metilico
Daimurom
Demeton-S-metilico
Desmedifam

Diazinona
Diclofluanida
Diclorvos

Dicrotofds
Dietofencarbe
Difenoconazol
Difenoxuron
Diflubenzuron
Dimetenamida

Dimetoato

Dimetomorfe
Dimoxistrobina
Diniconazol

Dioxacarbe
Dissulfotom
Diurom
DMSA

DMST
Dodemorfe
Dodine
Epoxiconazol
Espinetoram

Espinosade A
Espinosade D
Espirodiclofeno
Espiromesifeno
Espirotetramato
Espiroxamina
Esprocarbe
Etidimurom
Etiofencarbe
Etiofencarbe sulfona
Etiofencarbe sulféxido
Etiona

Etiprole

Etirimol
Etobenzanida
Etofenprox
Etofumesato
Etoprop (Etoprofos)
Etoxazol

Etrinfds
Famoxadona
Fenamidona
Fenamifds
Fenarimol
Fenazaquina
Fenbuconazol

Legenda: As substancias grifadas representam os IAs encontrados no anexo V da RDC 105 de 2016.
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IAs validados para CLUE-EM/EM

Fenhexamida
Fenmedifam
Fenobucarbe
Fenoxicarbe
Fenpiroximato
Fenpropatrina
Fenpropidina
Fenpropimorfe
Fentiona sulféxido

Fentoato
Fenurom
Flonicamida
Fluazifope-p-butilico
Flufenacete
Flufenoxurom
Fluoxastrobina
Fluquinconazol
Flusilazol
Flutolanil
Flutriafol
Fluxapiroxade
Forclorfenurom
Fosalona
Fosfamidona
Fosmete

Foxim
Fuberidazol
Furalaxil
Furatiocarbe
Halofenosideo
Heptenofds
Hexaconazol
Hexitiazox
Imazalil
Imazapique

Imazapir
Imazaquim
Imazetapir
Imazosulfurom
Imibenconazol
Imidacloprido
Indoxacarbe
Iprovalicarbe
Isocarbamida

Isofenofds
Isoprocarbe
Isoprotiolona
Isoproturom
Isoxaflutol
Isoxationa
Lactofem
Linurom

Malationa

Mandipropamida
Mefenacete
Mefosfolam
Mepanipirim
Mepronil
Mesotriona
Metalaxil
Metalaxil M

Metamidofds

Metconazol

Metidationa

Metiocarbe
Metiocarbe sulfona
Metiocarbe sulfoxido
Metobromurom
Metoxifenosida
Metoxurom

Metrafenona
Metroprotrina
Metsulfurom metilico
Mevinfds
Miclobutanil
Molinato

Monalida

Monocrotofés

Monolinurom

Neburom
Nitenpiram
Norflurazom
Nuarimol
Ometoato
Oxadiargil
Oxadixil
Oxamil
Oxamil oxima
Oxicarboxina
Paclobutrazol
Pencicurom
Penconazol

Pendimetalina
Permetrina

Picoxistrobina
Pimetrozina
Piperonil butéxido

Piraclostrobina
Pirazofds

Piridabem
Piridafentiona
Pirifenox

Pirimetanil
Pirimicarbe
Pirimicarbe desmetil

Legenda: As substancias grifadas representam os IAs encontrados no anexo V da RDC 105 de 2016.
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IAs validados para CLUE-EM/EM

Pirimifés etilico
Pirimifés metilico
Piriproxifem
Procloraz
Profenofds
Prometom
Prometrina
Propargito
Propazina

Propiconazol
Propizamida (Pronamida)
Propoxur
Protioconazol
Quinalfds
Quinoxifem
Quizalofope etilico
Rotenona
Sebutilazina
Sidurom
Tiametoxam

Tiobencarbe
Tiodicarbe
Simazina
Simetrina
Sulfentrazona
Tebuconazol
Tebufenosida
Tebufenpirade
Tebupirinfos

Tebutiurom
Temefds
Tepraloxidim 1
Tepraloxidim 2
Terbumetom
Terbutrina
Tetraconazol
Tiabendazol
Tiacloprido
Tiofanato metilico
Tiofanox

Tiofanox sulfona
Tiofanox sulféxido
Tolifluanida
Triadimefom
Triadimenol
Triazofés
Triciclazol
Triclorfom
Tridemorfe

Trifenmorfe
Trifloxistrobina
Triflumizol
Triflumurom
Triflusulfurom metilico
Triticonazol
Uniconazol
Vamidotiona
Zoxamida

Legenda: As substancias grifadas representam os IAs encontrados no anexo V da RDC 105 de 2016.
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