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Resumo

O expectorante Melagri§cé um fitoterapico composto de seis plantas meaiginom ac&o no trato respiratério. O
objetivo deste estudo foi avaliar a seguranca etengial genotéxico do Melagrid@m voluntarios sadios, por meio de
um estudo duplo-cego, controlado, randomizado algar com 48 voluntarios adultos, distribuidosatdéamente em
dois grupos: Melagrido(n=24) e Placebo (n=24). Os voluntarios foramattas durante 28 dias ininterruptos com 120
mL de Melagria8 ou Placebo dividido em 4 doses diarias. Avaliagh&sca e laboratorial foram realizadas no pré-
estudo, durante o periodo de tratamento e ao téroinestudo. A genotoxicidade do Melagfifoi investigada
mediante o emprego do teste do cometa. A idadeandms voluntarios foi de 19,37 + 17,36 anos pagrupo
Melagriad e de 24,70 + 23,50 para o grupo Placebo. O irdficmassa corpérea (IMC) foi de 24,49 + 1,11 kg? cm
para o grupo Melagrifoe de 25,34 + 1,03 para o grupo Placebo. As fungéematoldgica, hepatica, renal e metabdlica
foram analisadas antes, durantg (#° e 28 dia) e 7 dias apds o estudo através dos examastabhais, os quais ndo
evidenciaram sinais de toxicidade. Cefaleia, vonato abdominal, tosse seca, sonoléncia, diarftataléncia, pirose e
insbnia foram os eventos adversos atribuidos aissgiopos. Pelo teste do cometa ndo foram obsesvdaioos nos
linfécitos periféricos dos voluntérios tratados camMelagridad (p<0,05). Os estudos de toxicologia clinica e
genotoxicidade ndo evidenciaram nenhuma toxicidaole voluntarios tratados por 28 dias ininterruptosn o
Melagriad.

Palavras-chave:Fitoterapico, Toxicologia clinica, Estudo clinicontrolado.

Abstract

The expectorant Melagrifias a phytotherapic medicine composed of six medigblants with action in the respiratory
tract. The aim of this study was to evaluate tHetgaand the genotoxic potential of Melagffaia healthy volunteers
and consisted of a double-blind, placebo-controllathidomized, parallel, with 48 adults subjectaidmanly divided
into two groups: Placebo (n=24) and Melagfign=24). The subjects were treated for 28 uninfesd days with 120
mL of Melagriad or Placebo, divided into four daily doses. Clihiand laboratory evaluations were performed in the
pre-study, during the treatment period and afterehd of the study. The genotoxicity of Melagfidms investigated
through the comet assay. The mean age of the sshjes 19.37 + 17.36 years for the Melagtifiooup and 24.70 +
23.50 for the placebo group. The body mass indéI]Bn the pre-study was 24.49 + 1.11 kgkfor Melagriad
group and 25.34 + 1.03 for the Placebo group. Tdmatological, hepatic, renal and metabolic functioere analyzed
before, during (7th, 14th and 28th day) and 7 ddier the study through laboratory findings, whdill not evidence
signs of toxicity. Headache, vomiting, abdominalnpalry cough, drowsiness, diarrhea, flatulencegrtieirn and
insomnia were the found adverse events attributelloth groups. No damage was observed (p <0.0pgiipheral
lymphocytes of the subjects treated with Meladtidy the comet assay. The clinical toxicology andagexicity
studies showed no toxicity in the volunteers treatith Melagriad for 28 uninterrupted days.

Key-words: Phytoterapic, Clinical toxicology, Controlled cloail study.
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INTRODUCAO Apesar de muitos dos fitoterapicos utilizados
No NOsSso pais se mostrarem eficazes ao longo
Desde os primoérdios da civilizacdo, o homem de anos de utilizacdo, uma boa parte dessas
vem desenvolvendo e experimentando o substancias séo isentas de estudos que
tratamento de doencgas através do uso decomprovem sua seguranca e eficacia, e aquelas
plantas. Numerosas etapas marcaram aindustrias que as comercializam e almejam
evolugdo da arte de curar, porém, torna-se continuar com seu registro no Ministério da
dificil delimitd-las com exatiddo, ja que a Saude deverdo comprovar cientificamente em
medicina esteve longamente associada aanimais e em seres humanos tais propriedades
praticas magicas, misticas e ritualisticas (Li & (Capasso et al.,, 200Gunari & Ferro, 2005;
Brown, 2009). A utilizacdo de plantas na Bent, 2008).
prevencao e cura das doencas, condicionadas a
um processo de experimentagdo empirica queA seguranca deve ser o principal critério na
vem se desenvolvendo desde os tempos maisescolha de um fitoterapico. Ensaios clinicos
remotos, constitui a base da medicina popular. controlados devem confirmar se esses
medicamentos sdo realmente seguros para uso
O uso e o comércio destes recursos foramem curto, médio e longo prazo. Nao é
estimulados pelas necessidades de umaeticamente aceitavel, nem moralmente
crescente populacdo que demanda cada vezustifichAvel prescrever fitoterdpicos sem a
mais das plantas medicinais para o cuidado deevidéncia cientifica de sua qualidade, eficacia
sua saude e para seus cultos e tradicbese seguranca. Portanto, a pesquisa clinica
religiosas; em especial pela facilidade de cientificamente conduzida é necessaria para
acesso, devido aos custos elevados daproporcionar informagdes adicionais aos
medicina ocidental, aos efeitos colaterais pacientes (Veiga Juanior & Mello, 2008; Bent,
provocados pelos farmacos sintéticos, além do 2008; Silveira et al., 2008).
crescente interesse nacional e internacional
pelo potencial terapéutico e econdmico que O expectorante Melagrifapresenta-se como
representam e a demanda de novos produtosum liquido xaroposo, levemente turvo, de
pela indastria farmacéutica (Simdes et al., coloracdo amarela, levemente acastanhada,
1999; Capasso et al., 2000; Holetz et al., com odor melifero e sabor adocicado. E um
2002). fitoterdpico composto de seis plantas
medicinais com conhecida ac&o antitussigena e
De acordo com a Agéncia Nacional de anti-inflamatéria no trato respiratérimikania
Vigilancia Sanitaria - Anvisa, Resolucdo RDC, glomerata S., Cephaelis ipecacuanhaR.,
N° 48 de 16 de marco de 2004, considera-se Aconitum napellusL., Polygala senegal.,
como medicamento fitoterapico aquele obtido Myroxylon balsamum (L.) Harms, e
empregando-se  exclusivamente  matérias- Nasturtium officinaleW.T. Aiton (Panda &
primas ativas vegetais. Sua eficacia e Debnath, 2010; Carvalho & Silveira, 2010).
seguranca sao validadas por meio de
levantamentos etnofarmacologicos de O Melagria§ Xarope atua nas terminacgées
utilizacdo, = documentagbes técnicas e emeético sensitivas da mucosa gastrica
cientificas em publicacdes ou ensaios clinicos aumentando a fluidificacdo da secrecao
de eficcia terapéutica, além disso, sua brbnquica, responsavel pela expectoragdo e
reprodutibilidade e qualidade devem ser descongestionamento das vias respiratérias. O
garantidas. Nao € considerado medicamento mel presente na formulacdo é um coadjuvante,
fitoterapico aquele que, na sua composicdo, pois  tem reconhecidas propriedades
inclua substancias ativas isoladas, de qualquerdemulcentes, agindo como emoliente das vias
origem, nem as associacbfes destas comrespiratorias afetadas pela bronquite e suas
extratos vegetais (Carvalho et al., 2008; manifestaces. As indicacbes do Meladtido
Rodriguez-Fragoso et al., 2008). estdo relacionadas como antitussigeno e
expectorante, no tratamento das bronquites
alérgicas e estadas gripais com
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comprometimento das vias respiratorias, com EficAcia Terapéutica juntamente com o0s
tosse, seca ou produtiva (Panda & Debnath, Termos de Consentimento Livre e Esclarecido,
2010; Carvalho & Silveira, 2010). foram submetidos e aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
A seguranca deve ser o principal critério na Ceara, credenciado pelo Conselho Nacional de
escolha de um fitoterapico. A selecdo Saude/MS (Protocolo 255/07). Nenhuma das
criteriosa, andlises quimicas, ensaios clinicos eetapas dos ensaios clinicos foi iniciada antes
medidas regulatorias restritivas devem ser da aprovacdo do protocolo experimental pelo
seguidas e respeitadas com relagdo aosComité de Etica e todos os consentimentos dos
fitoterapicos (WHO, 1993). N&do € eticamente voluntarios e sujeitos da pesquisa foram
aceitdvel, nem moralmente justificavel, obtidos por escrito apds orientacdo sobre
prescrever fitoterapicos sem a evidéncia riscos e beneficios dos estudos.
cientifica da sua qualidade, eficacia e
seguranca. Portanto, a pesquisa clinica Os ensaios clinicos realizados foram
cientificamente conduzida é necessaria paraconduzidos de acordo com a Declaracdo de
proporcionar informacfes adicionais aos Helsinque (1964) e as revisdes de Toquio
pacientes (Spriet et al., 1994). (1975), Veneza (1983), Hong Kong (1989),
Somerset Oeste (1996), Edimburgo (2000),
Desta forma, o objetivo do presente estudo foi Washington (2002), Toéquio (2004), Seul
avaliar a toxicologia clinica e a seguranca do (2008), assim como as regulamentacdes locais
Melagridd” em voluntarios sadios, por meio de (Resolucdo 196/96 do CNS-MS).
analises laboratorial e parametros clinicos.
O Ensaio Clinico foi registrado em base
internacional com o ndamero: ISRCTN
MATERIAL E METODOS 15486061

Local do estudo Produtos avaliados
O estudo foi desenvolvido na UNIFAC do Todas as formulagdes empregadas nos estudos
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da de toxicologia e eficacia terapéutica foram

Faculdade de Medicina da UFC. enviadas a UNIFAC pelo Laboratoério
Catarinense S.A. (Lote 15323). Composicéo
Delineamento experimental do xarope Melagridd Alcoolatura de Agrido

O ensaio clinico realizado foi do tipo duplo (0,04666 mL); Extrato Fluido de Guaco
cego, onde tanto investigador quanto o (0,00830 mL); Extrato Fluido de Poligala
paciente ndo sabiam o0 que estava sendo(0,00830 mL); Soluto Concentrado de
administrado, controlado por placebo, Balsamo de Tolu (0,00800 mL); Extrato
randomizado e paralelo, com 48 voluntarios Fluido de Ipecacuanha (0,00042 mL); Extrato
sadios, adultos, de ambos o0s sexos. Fluido de Acénito (0,00008 mL); Excipientes:
Acucar, mel, benzoato de sédio, metilparabeno
Apos a selecdo, os voluntarios receberam oe agua purificada. Composicdo do placebo:
xarope Melagrid® ou Placebo por 28 dias Excipientes: Actcar, mel, benzoato de sédio,
consecutivos. A cada semana de tratamento,metilparabeno e agua purificada.
bem como uma semana ap0s a suspensao do
fitoterapico, os voluntarios passaram por uma Método de Randomizacdo e Mascaramento
completa avaliacdo clinica e laboratorial. O Os 48 voluntérios selecionados para participar
estudo foi delineado de forma a permitir a do estudo, foram divididos randomicamente
obtencdo de parametros clinico-laboratoriais em dois grupos: o grupo Melagri&(n=24), e
relevantes para a identificacdo de possiveiso grupo Placebo (n=24). Para que houvesse
efeitos toxicoldgicos. uma uniformidade dos grupos os voluntarios
foram randomizados por meio de sorteio,
Os projetos de pesquisa, com o0s protocolos utilizando-se envelopes lacrados. Tanto o0s
clinicos dos estudos de Toxicologia Clinica e investigadores responsaveis pelas avaliacdes
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quanto os voluntarios desconheciam qual oral; histéria de doenca hepética, renal,
tratamento foi aplicado. Somente a Enfermeira pulmonar, gastrintestinal, epiléptica,

e o0 Farmacéutico responsavel pela hematolégica ou psiquiatrica; hipo ou
randomizacdo e administracdo dos produtos hipertensdo de qualquer etiologia que necessite
tinham conhecimento acerca dos tratamentos. de tratamento farmacoldgico; tem histéria ou

teve infarto do miocardio, angina e/ou

Selecdo dos Voluntarios insuficiéncia cardiaca; fumantes (mais que 10
Os voluntarios foram aceitos no estudo cigarros por dia); ingestdo de mais do que 5
somente quando considerados saudaveis, comicaras de café ou cha por dia; uso de alcool
determinado pela histéria médica, exame fisico ou drogas ilicitas; uso de medicacédo regular
e 0s exames laboratoriais que antecederam odentro das 4 semanas que antecedem o inicio
inicio do estudo. Os voluntarios realizaram do tratamento deste estudo; uso de qualquer
eletrocardiograma (ECG), na avaliacdo inicial medicagdo dentro de uma semana antes do
(pré-estudo); nas avaliagbes semanais 21 inicio do tratamento deste estudo; internacao
3 e 4) e sete dias apds o término do estudo por qualquer motivo durante as oito semanas
(pbs-estudo). Apos confirmacéo da higidez, os que antecedem o inicio do tratamento deste
voluntarios foram esclarecidos de todas as estudo; voluntaria gravida ou amamentando;
duvidas restantes e, 0s que concordaram,tratamento dentro dos trés meses prévios ao
assinaram o Termo de Consentimento Livre e estudo com qualquer farmaco conhecido de ter
Esclarecido (TCLE) para participacdo no um potencial toxico bem definido nos grandes

estudo. orgdos; participacdo em qualquer estudo
experimental; ingestdo de qualquer farmaco
Critérios de Inclusao experimental dentro dos trés meses que

Os seguintes critérios foram satisfeitos para antecederam o inicio deste estudo; doacédo ou
gue os voluntarios participassem do estudo: perda de 450 mL ou mais de sangue dentro dos
homens e mulheres com idade entre 18 a 50trés meses que antecederam o inicio do
anos; indice de massa corpérea (IMC) maior tratamento deste estudo ou doacdo de mais de
ou igual a 19 e menor ou igual a 30; boas 1500 mL dentro dos 12 meses anteriores ao
condicbes de saude ou sem doencasinicio do tratamento deste estudo.

significativas, a juizo médico, de acordo com

as regras definidas no Protocolo, e avalia¢cdes aCritérios para retirada do estudo

gue foi submetido: historia clinica, medidas de Os voluntarios poderiam ser retirados do
pressao e pulso, exame fisico, ECG e examesestudo caso apresentassem efeitos adversos
laboratoriais complementares; capacidade desérios ao produto sob investigacéo; por razdes
compreender a natureza e objetivo do estudo,outras como indisponibilidade ou intolerancia
inclusive os riscos e efeitos adversos e comaos  procedimentos adotados; doenca
intencdo de cooperar com o Investigador e agir intercorrente  requerendo medicacdo que
de acordo com os requerimentos de todo o alterasse a atividade respiratdria ou pela
ensaio, o que vem a ser confirmado mediante asimples razdo do voluntario ndo desejar

assinatura do TCLE. continuar no estudo por razbes pessoais bem
como qualquer condicdo que o impeca de
Critérios de Excluséo continuar pelo julgamento do investigador.

A resposta positiva a qualquer um dos

seqguintes critérios excluiu o voluntario do Restricdes aos voluntarios

estudo: hipersensibilidade aos componentes da

formulacdo estudada ou historia de reacdes Medicamentos

adversas sérias, histéria ou presenca deTodos os voluntdrios do estudo foram
doencas hepaticas ou gastrointestinais ou outrainformados de que qualquer medicamento,
condicdo que interfere com a absorgao, incluindo aqueles vendidos sem prescricdo
distribuicdo, excrecdo ou metabolismo do médica, ndo pode ser tomado de forma regular
farmaco; uso de terapia de manutencdo compor no minimo catorze dias antes do inicio do
gualquer farmaco, exceto anticoncepcional estudo. Na ocorréncia do uso irregular de
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medicacdo nos Udltimos sete dias, o0 além de receberem orientacbes sobre a
investigador com base na meia-vida do importancia de respeitar os horarios de
farmaco ou de seus metabdlitos ativos, deve ingestdo pré-estabelecidos e registra-los em
decidir se esses produtos ja foram eliminados um Diario do Voluntario para posterior
e, portanto, néo ir&o interferir com a conducéo registro no CRF.
do estudo. Caso o processo de selecdo se inicie
menos de 14 dias antes da data programadaA cada administracdo de Melagrfaoforam
para o primeiro periodo do estudo, esta verificados 0s sinais vitais (presséo arterial,
restricdo devera ser cuidadosamente verificadapulso radial e temperatura). Durante todo o
através de questionamento ao voluntario. periodo de administracdo do medicamento, 0s
voluntarios tiveram acompanhamento e
Durante a fase de tratamento também né&o foiassisténcia  meédica  especializada. Os
permitida qualquer medicacdo concomitante, voluntarios permaneceram em suas atividades
inclusive aquelas vendidas sem prescricdo rotineiras, mantendo, também, sua dieta de
médica. Na ocorréncia de ingestdo de acordo com orientagbes anteriores.
medicamentos, o investigador clinico devera
avaliar se, com base na meia-vida do farmaco Posologia
e/ou metabdlitos ativos, pode ser assumida aOs quarenta e oito voluntarios participantes do
completa eliminacdo da medicacdo e, por estudo receberam 30 mL do Melagfizmu do
conseguinte, a nao-interferéncia com a Placebo administrados por via oral, quatro
conducdo do estudo. Todavia, em caso devezes ao dia, perfazendo um total de 120 mL
emergéncia, incluindo eventos adversos, o por dia durante 28 dias consecutivos. A
Investigador Clinico pode decidir administrar administracdo foi acompanhada de 150 mL de
medicacoes, as quais considerem agua mineral sem gas. Foi solicitado ao
absolutamente necessarias para o bem-estawoluntario que devolvesse todos os frascos
dos voluntarios. Neste caso, 0 uso da utilizados durante todo o periodo do estudo.
medicacdo deve também ser registrado Os horarios de administragdo, sinais vitais,
apropriadamente no Formulario de Relato de bem como todas e quaisquer intercorréncias

Caso (CRF) individual. durante o estudo, foram devidamente
registrados nos Formularios para Relato de
Dieta Caso.

N&o foi permitido, durante todo o estudo, o
consumo de bebidas que contenham xantinaAvaliacéo clinica e laboratorial
(cha, café, cola) ou alcodlicas. A néo Sinais Vitais
observancia destas restricoes deveria serAntes de iniciado o estudo, nos momentos da
informada ao Investigador Clinico, o qual iria administragdo ambulatorial do produto e no
decidir se seria permitido que o voluntario poés-estudo foram aferidas a temperatura,
permanecesse no estudo. O fato e suaspresséo arterial e a frequéncia de pulso dos
caracteristicas deverdo ser registrados no CRF.voluntarios. Os responsaveis pelas medicdes
dos sinais vitais foram devidamente treinados
Tratamento para a realizacdo de todos os Procedimentos
Administracdo do Produto Operacionais Padrbes (POPs). Todos foram
Os voluntarios compareceram diariamente, treinados quanto a padronizacdo das técnicas
exceto aos domingos, duas vezes por dia entrecom 0 intuito de que fossem minimizadas as
7:00 e 7:30 horas da manha e entre 17:00 ediferengcas nas medi¢cOes e com iSso a obtencao
17:30 da tarde, ao Ambulatorio da UNIFAC - de resultados mais precisos.
Faculdade de Medicina - UFC, onde o produto
sob investigacdo foi administrado por um dos Os equipamentos utilizados para a obtencéo e
investigadores. A administracdo das demais registro dos parametros eletrocardiograficos,
doses ficou sob a responsabilidade dos dados referentes a altura, peso, temperatura,
proprios voluntarios, que foram treinados pressdo arterial e pulso radial, receberam
guanto a dose que deveria ser administrada,manutencdo anual e quando requerido, por lei,

Revista Biociéncias - Universidade de Taubat@3v.n.1 - 2017



. /'e_,\‘)is.ta
lociencias 20

foram certificados por instituicbes acreditadas O Ensaio Cometa, ou Eletroforese em Gel de
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Célula Unica é um método de estudo
Normalizacdo e  Qualidade Industrial genotoxicolégico sensivel, que avalia danos ao
(INMETRO) - Rede Brasileira de Calibracdo DNA de células individuais e possibilita

(RBC), como forma de assegurar a quantificar quebras da fita (Belpaeme et al.,

confiabilidade dos resultados obtidos. 1998). O desenho experimental do estudo do
cometa é determinado pela proposta da analise
Exame clinico levando em consideracdo a investigacdo do

Antes de iniciado o estudo, a cada 7 dias dano ap6s a administracdo do Meladtjdm
durante o periodo de tratamento e no pos- 14 voluntarios selecionados de forma aleatoria
estudo, os voluntarios foram submetidos as e respeitando os critérios da metodologia deste
avaliacdes médicas (anamnese e exame fisicolteste, por 28 dias ininterruptos.
e eletrocardiograficas.
Protocolo do teste do cometa
Exames laboratoriais Coleta do Material
Antes de iniciado o estudo, os voluntarios A coleta do sangue periférico dos voluntarios
foram submetidos a exames laboratoriais, foi realizada nas dependéncias da UNIFAC,
incluindo andlise hematoldgica, analise por profissionais treinados, utilizando seringa
bioquimica, urina e sorologia. No sétimo, descartavel com volume de 5 mL. O material
décimo quarto e vigésimo oitavo dias de obtido foi transportado para o Laboratorio de
administracdo da medicacao, e sete dias apos d-armacogenética (FARMAGEN) da UNIFAC.
término das administracdes (pos-estudo), o0s
exames foram repetidos, excluindo as andlisesisolamento dos Linfécitos
sorolégicas. As coletas de sangue para aOs linfocitos foram isolados a partir de uma
realizagdo dos exames laboratoriais foram amostra de cerca de 3 mL de sangue, acrescida
realizadas na UNIFAC e as amostras de 5 mL de tampéo fosfato de sodio (PBS). As
encaminhadas para analise ao Laboratorio etapas até o isolamento incluiram a adi¢éo de 3
Louis Pasteur, que tem certificacdo da Anvisa. mL de Ficoll, seguida por 30 minutos de
centrifugacdo a 1500 rpm. Foi realizada a
Eventos adversos aspiracado dos linfécitos, presentes na regiao
Qualguer evento adverso ocorrendo durante ointermediaria entre as hemacias e o soro
periodo de estudo, foi registrado em detalhes (“nuvem de linfécitos”). A suspensao de
na pagina apropriada para relato de evento linfécitos foi transferida para outro tubo, o
adverso, independentemente de estarem ou naaqual foi acrescido com PBS até o volume de
relacionadas com a administracdo do 11 mL, sendo centrifugado por 20 minutos a
fitoterapico. As perguntas realizadas para 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
saber se o0s voluntérios tiveram algum evento pelletde linfocitos foi ressuspendido em 2 mL
adverso foram limitadas a perguntas gerais, de PBS.
tais como: "Como vai vocé?" Foi solicitado ao
voluntario que relatasse qualquer evento Preparo das Amostras
adverso, o dia da manifestacdo e se foi Foi utilizado, como controle positivo,
necessario usar medicacao adicional. doxorrubicina 3 pg/mL, incubada com
linfécitos durante 40 minutos. Como controle
Os eventos adversos foram classificados negativo, foram utilizados linfécitos sem
gquanto a intensidade como leve, quando exposicdo a nenhuma droga. Das amostras dos
facilmente tolerado; moderado, desagradavel o linfécitos expostos ao Melagriioe dos
bastante para interferir nas atividades controles positivo e negativo, foi retirada uma
cotidianas; e severo, se impossibilita a aliquota de 10 pL de linfocitos, a qual foi
realizacéo das atividades cotidianas normais. adicionada a 110 pL de agarose 1,5%.

Genotoxicidade Preparo das Laminas
Teste do Cometa
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1° PASSO: As laminas foram previamente = alto nivel de danos (40 - 95%);= dano

cobertas com 110 pL de agarodermal total (95%).

melting point(NMP) a 60 °C, sendo mantida a

temperatura ambiente, por 24 horas, até aAndlise estatistica

solidificacéo da agarose. As variaveis quantitativas foram, inicialmente,
analisadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov

2° PASSO: As amostras estudadas foram para verificar a normalidade da distribuicéo.

colocadas sobre a lamina, sendo, em seguida,Para a estatistica descritiva, calcularam-se a

cobertas com laminulas e mantidas a 4 °C paramédia e o desvio padrdo. Comparacdes

solidificacédo da agarose. intergrupos (Melagridd versus Placebo) em
cada tempo foram realizadas mediante 0 uso
Lise Celular do testet para variaveis ndo emparelhadas.

Apés solidificacdo da agarose a laminula foi Comparagfes intragrupo, ou seja, entre 0s
cuidadosamente removida e imersa na solucaodiversos tempos num mesmo grupo, foram
de lise, protegida da luz, a baixa temperatura feitas pela Andlise de variancia (ANOVA)

(4° C) por no minimo 1 hora antes da para medidas repetidas (dados paramétricos)

eletroforese. associada ao teste de comparacdes mdltiplas
de Dunnett (para verificar diferencas entre um
Neutralizacdo e Eletroforese dado tempo e o pré-estudo, considerando o

As laminas foram removidas da solucdo de valor basal) (Armitage & Berry, 1994).

lise, e colocadas por 15 minutos na solucao de

neutralizacdo. Em seguida foram dispostas No ensaio de genotoxicidade, as comparacdes
horizontalmente na cuba de eletroforese e entre 0os grupos controle positivo, controle
preenchida com tampédo de corrida por 40 negativo e colbnia foram feitas pela ANOVA
minutos para permitir o desempacotamento do complementada pelo teste de comparacdes
DNA. A eletroforese foi conduzida em baixa multiplas de Tukey, para verificar diferencas
luminosidade por 20 minutos, usando 25 V e a entre os grupos dois a dois (Armitage & Berry,
corrente de 300 mA. Apoés eletroforese as 1994). As variaveis qualitativas, por sua vez,
laminas, foram retiradas e mergulhadas na foram expressas como frequéncia absoluta e
solucdo de neutralizacdo durante 15 minutos, relativa (proporcdo) e analisadas pelo teste
para neutralizar a alcalinidade. exato de Fisher (Armitage & Berry, 1994).

Fixacéo e Coloracéo Em todos os casos, estabeleceu-se em 0,05
As laminas foram fixadas em etanol 100%. (5%) a probabilidade do erro tipo | (nivel de
Posteriormente, aplicou-se 50 pL da solugao significancia), sendo considerado como
de Brometo de Etidio (20 pg/mL) e foram estatisticamente significante um valor Be
cobertas com laminula, sendo analisadas em0,05. OsoftwareGraphPad Prisfhversdo 5.00

microscopio de fluorescéncia. para Window& (GraphPad Software, San
Diego, Califérnia, USA, 2007) foi utilizado
Escores das Laminas tanto para a realizacdo dos procedimentos

A andlise foi realizada de acordo com o padréo estatisticos bem como para a elaboracdo dos

de escores previamente determinados pelogréficos.

tamanho e intensidade da cauda do cometa.

Foram contadas 100 células/lamina e

classificados, de acordo com a percentagem deRESULTADOS

DNA na cauda do cometa, indicando o grau de

guebra do DNA, nas seguintes categofias: Populacao Estudada

sem danos (<5%]) = baixo nivel de danos (5 Na Tabela 1 estdo relacionadas as

- 20%);2 = médio nivel de danos (20 - 40%)  caracteristicas dos voluntarios incluidos no
estudo.

Revista Biociéncias - Universidade de Taubat@3v.n.1 - 2017



revista

iociéncias 22

Tabela 1:Caracteristicas dos pacientes estudados, obtidEsaale pré-tratamento. O tesigara
variaveis ndo emparelhadas foi usado para compargrupos Placebo e Melagrfaem relacdo a
idade e IMC. Comparacgdes entre 0s grupos em relgd@enero foram feitas pelo teste exato de
Fisher. Ndo foram constatadas diferencas estatiséinte significantes entre os grupos para

nenhum dos parametros.

Table 1: Characteristics of the patients studied, obtainethe pre-treatment phase. The t-test for unpanathbles
was used to compare the Placebo and Melagrido@pgrourelation to age and BMI. Comparisons betwgerps
regarding gender were made by Fisher's exact Tésre were no statistically significant differendastween the
groups for any of the parameters.

Caracteristicas Grupo Placebo  Grupo Melagrizo®

Tamanho da amostra 24 24
Idade (anos) 2470 +2350 19371736
M(34,88%)
0,
Géner§ M (37,21%)  (65.129%)

F (62,79%)
IMC pré-tratamento

a) Média * desvio padréao. P = 0,23 (td}te
b) M: masculino; F: feminino. P = 1,00 (teste dshér).

c) Média + desvio padrdo. P=0,50 (tete

Exame Cardiologico
O ECG convencional de todos os voluntarios

ndo mostrou diferenca estatisticamente
significante em relacdo a proporcdo de

foi considerado normal ou anormal

sem voluntarios com esta queixa (p=0,73). Na

significado clinico, antes do tratamento. Este
padrdo foi mantido em todos os voluntarios
durante os vinte e oito dias e no pds-estudo.

Sinais Vitais
Nado foi evidenciada nenhuma alteracdo

maioria dos casos, esses episodios nao
necessitaram de intervencdo farmacoldgica
para sua resolucéo.

Em segundo lugar ficaram os episédios de dor
abdominal e sonoléncia, relatados por seis

clinicamente significante na pressao arterial, voluntarios, que classificaram o0s episodios

no pulso radial e temperatura nos voluntarios
gue participaram do estudo.

Descri¢cOes de eventos adversos

como sendo de intensidade leve para a grande
maioria em ambos 0s quesitos avaliados. A
analise comparativa, destes eventos, entre 0s
grupos Placebo e Melagriiondo mostrou

A formulacdo foi bem tolerada para os diferenca estatisticamente significante em
voluntarios, entretanto, alguns eventos relacdo a propor¢do de voluntarios com estas
adversos foram relatados durante o periodo dequeixas (p = 0,37).
tratamento. Para o grupo Placebo houve 13
relatos, sendo 8 categorizados como leve e 5Diarreia foi referida por cinco voluntéarios,
como moderado; no grupo Melagffabouve tendo sido quatro dos relatos de intensidade
22 relatos, sendo 17 leve e 5 moderado. leve e apenas um de intensidade moderada,
Porém, ndo houve diferenca estatisticamentetodos sem necessidade de intervencéo
significante entre eles (p = 0,44). terapéutica. A analise comparativa, deste
evento, entre os grupos Placebo e Melagrido
Dos eventos adversos relatados ao longo dondo mostrou diferenca estatisticamente
tratamento, os mais referidos foram os significante em relacdo a proporcdo de
episodios de cefaleia, de intensidade leve e voluntarios com esta queixa (p=0,37).
moderada. A analise comparativa, desse
evento, entre os grupos Placebo e Mela§rido
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Também foram referidos os eventos vémito e Com relacdo as plaquetas, na andlise
flatuléncia que obtiveram apenas dois relatos intergrupos, ndo foram constatadas diferencas
cada um, e 0s eventos adversos tosse secagstatisticamente significantes entre 0s grupos
pirose e insdnia, relatados apenas uma vez aoPlacebo e Melagrifoem nenhum dos tempos.
longo do tratamento empregado. Ndo tendo Ademais, na analise intragrupo, nao foram
sido constatada diferencas estatisticamente verificadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos em relacdo a significantes entre o pré-tratamento e 0s
proporcao de voluntarios com essas queixas (ptempos subsequentes em nenhum dos grupos.
=0,51). O mesmo ocorreu para a dosagem de
hemoglobina e contagem total de plaquetas.
Descricdo de alteracdes laboratoriais
Exames hematologicos e bioquimicos foram Nas comparacdes intergrupos, do parametro
realizados antes, durante (7°, 14°, 21° e 28°hematdcrito, ndo foram constatadas diferencas
dias) e no pods-tratamento, para avaliar as estatisticamente significantes em nenhum dos
funcbes: hematoldgica, renal e metabdlica. periodos. Porém, guando realizadas
Para avaliar a funcdo hematolégica, foram comparacdes intragrupo, verificou-se que, no
analisados importantes parametros como: grupo Melagrid8, o hematdcrito no pés-
contagem de hemacias, dosagem de tratamento foi significativamente maior que no
hemoglobina, determinagcdo do hematdcrito, pré-tratamento (***p< 0,001).(Figural)
contagem total e diferencial de leucdcitos,
contagem de plaquetas e o TAP.

B S R SR S o
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J Melagriao
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Figura 1. Valores do hematocrito verificados no pré-tratamenos dias 7, 14, 21 e 28 e no pos-
tratamento nos sujeitos dos grupos Placebo e M&tigiDados expressos como média e desvio
padrdo. O testé para variaveis ndo emparelhadas foi usado pargpa@amos grupos Placebo e
Melagridd® em cada tempo avaliado (anélise intergrupos). @oagpes entre os diferentes tempos
num mesmo grupo (analise intragrupo) foram feitasdiante o uso da analise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas, associada ao tksteomparacdes multiplas de Dunnet, para
verificar diferencas entre cada tempo e o présiratdo. Na analise intergrupos nado foram
constatadas diferencas estatisticamente signiésaahtre os grupos Placebo e Melagti@on
nenhum dos tempos. Todavia, na andlise intragruedficou-se que, no grupo Melagrf§oo
hematdcrito verificado no pos-tratamento foi sig@iftemente maior que o observado no pré-
tratamento (***p< 0,001).

Figure 1. Hematocrit values in subjects of the Placebo anthig#io® groups. (***p< 0.001).

Na avaliacdo do tempo de ativacdo de grupo Placebo. Na analise do TAP intragrupo,
protrombina (TAP), verificou-se que nas verificou-se que, no grupo Melagrficeste se
comparacdes intergrupos, foi constatado que, apresentou significativamente menor que o
no dia 28 e no pos-tratamento, o TAP verificado no pré-tratamento no dia 28 e no
verificado no grupo Melagrifo foi pos-tratamento (Figura 2).

significativamente menor que o observado no
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Figura 2. Valores do TAP, expressos como percentual do dentverificados no pré-tratamento,
nos dias 7, 14, 21 e 28 e no pos-tratamento neitasidos grupos Placebo e Melagfizbados
expressos como média e desvio padrédo. O tgsaea variaveis ndo emparelhadas foi usado para
comparar os grupos Placebo e Meladtid®m cada tempo avaliado (anélise intergrupos).
Comparacdes entre os diferentes tempos num mesupn danalise intragrupo) foram feitas
mediante 0 uso da analise de variancia (ANOVA) paedlidas repetidas, associada ao teste de
comparacdes multiplas de Dunnet, para verificardifcas entre cada tempo e o pré-tratamento. Na
analise intergrupos, constatou-se que, no dia @8 (¥029) e no pés-tratamento (**p= 0,005), o
TAP verificado no grupo Melagri&ofoi significantemente menor que o observado nogaru
Placebo. Ademais, na andlise intragrupo, verifiseutue, no grupo Melagri&oo TAP mensurado

no dia 28 (+p< 0,05) e no poés-tratamento (+++p<0D)0foi significantemente menor que o
verificado no pré-tratamento. No grupo Placebo,avta] ndo foram constatadas diferencas

estatisticamente significantes entre os tempos.
Figure 2. TAP values, expressed as a percentage of theotonre verified in the pretreatment on days 7,24and
28 and in the post-treatment in Placebo and Mda@risubjects. (*p= 0.029)(**p = 0.005)(+p< 0.05){+p< 0.001).

As comparacdes, dos leucdcitos totais, dentro das analises intergrupo e intragrupo nos
realizadas entre o0s grupos Placebo e para os voluntarios do estudo dentro dos
Melagridd” mostraram que houve manutencdo tempos avaliados. O mesmo ocorreu para as
do padrdao da resposta leucocitaria nos dosagens de fosfatase alcalina e bilirrubina.
voluntarios estudados, o que também foi
verificado nas comparacgdes intragrupo. Na dosagem de albumina foram constatadas
diferencas estatisticamente significantes entre
A avaliacdo da funcdo hepatica foi realizada os grupos, no pés-tratamento, no qual o grupo
através da dosagem das enzimas hepaticasMelagridd® mostrou niveis séricos superiores a
TGO e TGP, da bilirrubina total, fosfatase formulacdo placebo. Nas comparacbes
alcalina e albumina. Na andlise das intragrupo ndo foram constatadas diferencas
transaminases, observou-se que nas dosagensstatisticamente significantes entre os periodos
da TGO e TGP, nao foi observado alteragdes avaliados em nenhum dos grupos (Figura 3).
significativas do ponto de vista estatistico
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Figura 3. Concentragdo sanguinea de albumina mensurada o@tea dos grupos Placebo e
Melagriad® nas fases de pré e pés-tratamento. Dados expressus média e desvio padrdo. O
testet para variaveis ndo emparelhadas foi usado pargpa@mos dois grupos em cada fase
(andlise intergrupos). Comparacdes entre as dusas fdo estudo num mesmo grupo (analise
intragrupo) foram feitas pelo testepara dados emparelhados. Nas comparagdes intesgrup
verificou-se que, no pos-tratamento, a albumina smemla no grupo Melagrifo foi
significantemente maior (*p= 0,024) que a observadagrupo Placebo. Todavia, na analise
intragrupo, ndo foram constatadas diferencas stitatnente significantes entre os periodos

avaliados em nenhum dos grupos.
Figure 3. Blood concentration of albumin measured in Placabhtd Melagrido® patients in the pre and posttreatmen
phases. (* p= 0.024).

A funcdo renal foi avaliada através da analise parametro se mostraram significativamente
dos parametros ureia e creatinina. Na dosagemmaiores no poés-tratamento do que no pre-
de ureia foram constatadas diferencas tratamento para o grupo MelagffagFigura
estatisticamente significantes na comparacao4).

intragrupo, uma vez que as dosagens deste
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Figura 4. Concentracdo sanguinea de ureia mensurada nosnteacidos grupos Placebo e
Melagrid® nas fases de pré e pos-tratamento. Dados expressus média e desvio padrdo. O
testet para variaveis ndo emparelhadas foi usado pargpa@mos dois grupos em cada fase
(analise intergrupos). Comparacdes entre as duses fdo estudo num mesmo grupo (analise
intragrupo) foram feitas pelo testgara dados emparelhados. Nas comparacdes intesgmi@o
foram verificadas diferencas estatisticamente fggamtes entre 0os dois grupos em nenhuma das
fases estudadas. Todavia, na andlise intragruptstatou-se que, no grupo Melagfidga ureia
mensurada no poés-tratamento foi significantemerdg®myue a verificada no pré-tratamento (*p=
0,044).

Figure )4 Blood urea concentration measured in Placebo aglddvido® patients in the pre- and post-treatméatsps

(* p = 0.044).
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A determinacdo da concentragdo de creatinina pds-estudo foi significativamente maior que a
sérica ndo mostrou diferencas estatisticamenteobservada no pré-estudo. No grupo Controle,
significantes entre os grupos em nenhum dos nao foram verificadas diferencas
periodos. Na avaliacdo do grupo Melagfido estatisticamente significantes entre os periodos
verificou-se que a creatinina mensurada no (Figura 5).
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Figura 5. Concentracdo sanguinea de creatinina mensuradeé+ficafamento, nos dias 7, 14, 21 e
28 e no pos-tratamento nos sujeitos dos gruposlidae Melagrid® Dados expressos como média
e desvio padrdo. O testepara variaveis nao emparelhadas foi usado pargpa@amos grupos
Placebo e Melagrifo em cada tempo avaliado (andlise intergrupos). @oagpes entre 0s
diferentes tempos num mesmo grupo (analise intpagrioram feitas mediante o uso da analise de
variancia (ANOVA) para medidas repetidas, associadateste de comparagfes mudltiplas de
Dunnet, para verificar diferencas entre cada tempopré-tratamento. Na analise intergrupos, nao
foram constatadas diferencas estatisticamentefisamties entre os grupos Placebo e Mela§rido
em nenhum dos tempos. Na andlise intragrupo, setifse que, no grupo Melagri§a creatinina
mensurada no poés-tratamento foi significantemerti®mgue a observada no pré-tratamento (**p<
0,01). No grupo Placebo, todavia, ndo foram coadtst diferencas estatisticamente significantes
entre os tempos.

Figure 5. Blood creatinine concentration measured at prdsreat on days 7, 14, 21 and 28 and posttreatment in
Placebo and Melagrido® subjects. (** p< 0.01).

Na andlise dos parametros bioquimicos, significantemente menor que a observada no
nenhuma alteracdo significativa no colesterol pos-tratamento, nos dias 7, 14 e 28 para o
total foi evidenciada nos voluntarios que grupo Melagria8 e 7, 14, 21 e 28 para o grupo

receberam o Placebo ou o MelagfiddNa Placebo (Figura 6). Nas comparacdes
analise intergrupos, constatou-se que, no diaintergrupos e intragrupo, dos triglicerideos,
14, a glicose mensurada no grupo Meladtido n&o foram verificadas diferencas

foi significantemente menor que a observada estatisticamente  significantes entre  0s
no grupo Placebo. Na andlise intragrupo, periodos, tanto no grupo Placebo como no
verificou-se que, para ambos o0s grupos grupo Melagriaf.

estudados, a (glicose mensurada foi
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Figura 6. Concentracdo sanguinea de glicose mensurada rniafaéento, nos dias 7, 14, 21 e 28
e no pés-tratamento nos sujeitos dos grupos Plazdbelagriad. Dados expressos como média e
desvio padréo. O testgara variaveis hdo emparelhadas foi usado parpam@amos grupos Placebo

e Melagriad§ em cada tempo avaliado (andlise intergrupos). Goagdes entre os diferentes
tempos num mesmo grupo (analise intragrupo) foeitad mediante o uso da andlise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas, associada ao tksteomparacdes multiplas de Dunnet, para
verificar diferencas entre cada tempo e o présiratdo. Na andlise intergrupos, constatou-se que,
no dia 14, a glicose mensurada no grupo Mela§ridobsignificantemente menor (#p = 0,040) que
a observada no grupo Placebo. Na analise intragugpidicou-se que, no grupo Placebo, a glicose
mensurada nos dias 7 (+++p< 0,001), 14 (+p< 0,038 €+++p< 0,001) foi significantemente
menor que a observada no pés-tratamento. Similaemea grupo Melagridy a glicose verificada
nos dias 7 (***p< 0,001), 14 (***p< 0,001), 21 (*¥ 0,01) e 28 (***p< 0,001) foi
significantemente menor que a mensurada no p@sieatto.

Figure 6. Glucose values in subjects of the Placebo and Mék® groups. (#p = 0.0396)(+++p< 0.001)(+p<
0,05)(+++p< 0,001)(***p< 0.001)(**p< 0,01).

Genotoxicidade Melagriad® (p= 0,008). N&o houve diferencas
A genotoxicidade foi avaliada pelo teste do estatisticamente significantes nos danos
cometa. Os resultados obtidos demonstram quegenéticos observados nos linfécitos, ao longo
na fase de pré-tratamento foi observado das duas fases do estudo, no grupo exposto a
maiores danos, com diferenca estatistica, nosDoxorrubicina e o0 grupo que recebeu
linfocitos expostos a Doxorrubicina quando Doxorrubicina associado ao Xarope de
comparado ao grupo dos linfécitos ndo Melagridd® (p= 0,778) e nos grupos dos
expostos (p= 0,003). Dados referentes ao linfocitos ndo expostos (Controle e Xarope de
periodo do  pds-tratamento  permitem Melagriad: p= 0,609) a Doxorrubicina, dados
evidenciar que os danos em linfocitos expostos estes que mostram que 0 xarope nhao foi
a Doxorrubicina associado ao Xarope de genotoxico nos linfécitos dos voluntarios
Melagriad® foram significantemente maiores (Figura 7).

do ponto de vista estatisticos ao grupo de

linfécitos  expostos  exclusivamente  ao

Revista Biociéncias - Universidade de Taubat@3v.n.1 - 2017



revista

iociéncias 28
60+ el EE Controle
504 [J Doxorrubicina
o 1 Melagriao
§ 407 1+ 1 Doxo+Melagrido
B 30-
8
T 204
£
10+
O- I I

PRE-TRATAMENTO  POS-TRATAMENTO
Figura 1. Teste do cometa realizado em linfécitos expostasx¢Brubicina e Doxo+Melagri&d
ou ndo (Controle e Melagridp & doxorrubicina (doxo) antes (pré-tratamento)pésa(pos-
tratamento) o tratamento com Melagfid®ados expressos como média e desvio padréo & tes
para variaveis ndo emparelhadas foi usado paraaramps grupos Controle e Doxorrubicina na
fase de pré-tratamento e os grupos Melafri@doxo+Melagrid® na etapa de pés-tratamento.
Comparacoes entre as duas fases do estudo nossgexpostos (Doxorrubicina e Doxo +
Melagriad’) e ndo (Controle e Melagridpa doxorrubicina foram feitas pelo testpara dados
emparelhados. Constatou-se que, no pré-tratamentmdice de dano observado no grupo
Doxorrubicina foi significantemente maior que o ifleado no grupo Controle (++p = 0,002).
Similarmente, no pés-tratamento, o indice de daglativo ao grupo Doxo+Melagri&ofoi
significantemente maior que o referente ao gruptaiti&id® (**p = 0,008). Todavia, ndo houve
diferencas estatisticamente significantes entredass fases do estudo nos grupos expostos
(DoxorrubicinaversusDoxo + Melagriad: p = 0,778) e ndo expostos (ContreégsusMelagriad’:

p = 0,609) a Doxorrubicina.

Figure 7. Comet test performed on exposed lymphocytes (Ddpiciruand Doxo + Melagrido®) or not (Control and
Melagrion®) to doxorubicin (doxo) before (pretreamt) and after (posttreatment) treatment with Meé#eR. (++p =
0.002). (**p = 0.008). However, there were no statally significant differences between the twodst phases in the
exposed groups (Doxorubicin versus Doxo + Mela@igo = 0.778) and not exposed (Control versus Méa®: p =
0.609) to Doxorubicin.

DISCUSSAO diminuem a viscosidade do muco (Barnes,
1998). E bastante comum o uso de plantas pela
A fisiopatologia das doencas respiratérias esta populacdo para o tratamento de afeccdes das
relacionada com aquelas que afetam as viasvias respiratorias, na forma de chas e xaropes
condutoras, o0 parénquima pulmonar e a utilizados isoladamente ou associados a
musculatura  respiratoria, onde  estdo medicamentos tradicionais como  anti-
envolvidos diversos mediadores quimicos. inflamatérios, analgésicos e antitérmicos
Essas doencas afetam de maneira obstrutiva,(Simdes et al., 1999; Matos, 2000).
interferindo com a resisténcia a passagem do
ar pelas vias aéreas. Como consequéncia podeentre as opcdes terapéuticas de que dispomos
ocorrer espasmos da musculatura lisa, para combater a tosse estdo a Codeina
hiperproducédo de secrecdo viscosa, edema deganalgésico narcético que inibe a tosse a nivel
mucosa e tosse. Para o tratamento das afec¢desentral, podendo causar sedacdo, nauseas,
das vias respiratorias sdo usadas drogasvomitos e constipacdo) e o Dextrometorfano
broncodilatadoras como o0s agonistas beta- (também de acdo central, mas com menos
adrenérgicos, as metilxantinas, cromoglicato reacdes adversas). Os expectorantes e
de sédio e os glicocorticoides. O tratamento da mucoliticos visam expulsar e fluidificar o
tosse pode ser feito através de medidas ndomuco bronquial, respectivamente, e entre eles
medicamentosas, de substancias que deprimenestao os iodados, a Guaiafenasina, o Ambroxol
o reflexo da tosse (antitussigenos), de e outros. Os anti-histaminicos sdo Uteis nas
substancias que facilitam o fluxo do muco fases iniciais do resfriado comum e
(expectorantes) elou de substancias queprincipalmente quando h& componente
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atopico, sendo contra-indicados nos demais avaliacdo de quesitos importantes, como o
casos por aumentarem a viscosidade dacontrole de qualidade do produto, além de
expectoracdo. Os broncodilatadores, como osestudos de eficacia e seguranca desses
beta-adrenérgicos, glicocorticéides, medicamentos (Nishioka, 2006).
cromoglicato de sédio e as metilxantinas, sdo
indicados nos casos de asma e doencaDe acordo com a norma em vigor, além da
pulmonar obstrutiva crénica, mas também realizacdo do controle de qualidade Vitro”,
apresentam uma gama de reacOes adversag eficacia e seguranca terapéutica de um
(Gilman et al., 2006). fitoterapico devem ser determinadas através de
avaliacbes ndo somente em animais
Uma alternativa de tratamento que deve ser experimentais, mas também em humanos.
considerada como opcao terapéutica paraEssas medidas visam evitar ou pelo menos
casos de bronquite aguda ndo complicada € aminimizar o risco de surgirem efeitos adversos
troca ou associacdo dos anti-inflamatérios por graves ou fatais apdés a liberagdo para a
substancias fitoterapicas que tenham como comercializagéao.
compostos basicos, plantas sabidamente
broncodilatadoras, antitussigenas, anti- Estudos de toxicologia clinica visam
inflamatorias naturais, mucoliticas dentre estabelecer o grau de seguranca da substancia
outras. Inimeros estudos vém mostrando aem teste. Em se tratando, portanto, de estudos
eficacia de formulacdes fitoterapicas, porém, a de Fase |, trata-se da fase mais dramatica e a
grande maioria necessita de estudos préviosmais nobre de acesso aos efeitos de nova
para comprovacao de sua eficacia terapéutica emolécula em seres humanos, pois, com
de sua seguranca (Chuchalin et al.,, 2005; frequéncia, ndo existe correspondéncia bem
Matthys et al., 2003). firmada entre a seguranca em animais e em
seres humanos (Oliveira, 2006). Devem ser
A Unidade de Farmacologia Clinica desenvolvidos em voluntarios saudaveis e,
(UNIFAC) da Universidade Federal do Ceara juntamente com o respectivo protocolo clinico,
(UFC) detém larga experiéncia de mais de 10 seguir a regulamentacédo especifica vigente no
anos de colaboragdo com a industria pais, além das demais normas do Conselho
farmacéutica nacional e multinacional através Nacional de Salide, a Resolucdd N6/96,
da realizagdo de ensaios pré-clinicos e que regulamenta a pesquisa em seres humanos.
clinicos. Essa interacdo mostra uma Esta Resolu¢cdo fundamenta-se na declaracéo
experiéncia proficua para ambos os setores. Osde Helsinque e nas diretrizes internacionais
resultados deste estudo repassados a populacdsobre pesquisas, no que se refere aos
possibilitardo o seu uso terapéutico com um principios éticos, cientificos e técnicos (Brasil,
baixo custo, mas dentro dos padrdes de 1996b).
seguranca e eficacia farmacologica, que € de
grande importancia pratica e social. De acordo com as ResolucGe$ 196/96 (que
revogou a Resolucdo’ND1/88 MS/CNS), R
No Brasil, a legislagdo de fitoterapicos vem 251/97 MS/CNS (Brasil, 1997), RDC°N8,
sofrendo modificagcbes nos dltimos anos. A de 16 de marco de 2004 (Brasil, 2004), da
Anvisa elaborou normas para regulamentacdo Anvisa e a Portaria 116/96 da Secretaria de
desses medicamentos, desde a Portarié dé Vigilancia Sanitaria, um estudo toxicol6gico
1995 (Brasil, 1995), onde prazos foram deve seguir um protocolo com parametros o
estabelecidos para que dados de seguranca enais proximo possivel dos usados na pratica
eficacia dos fitoterapicos comercializados clinica (Brasil, 1996a). A metodologia
fossem fornecidos pela industria farmacéutica, necessaria deverd abranger entre outros
passando pelas RDC°NL7 de 2000 (Brasil, critérios: 1) a sele¢do de, no minimo, 14
2000) e N 48 de 2004 (Brasil, 2004), voluntarios saudaveis; 2) técnicas de
atualmente em vigor. Essa preocupacdo dosadministracdo do farmaco: as doses usadas
orgdos regulatérios com a normatizacdo dos devem variar entre 50 e 200% da usada
medicamentos  fitoterapicos  propicia a popularmente; 3) critérios éticos envolvidos;
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4) avaliacdo dos efeitos adversos que, por usualmente utilizada pela populacdo, e que,
ventura, possam ocorrer no decorrer do estudo. portanto, deve ser avaliada quanto a possiveis
efeitos toxicologicos. Neste caso, por se tratar
Apesar de nao ser exigido um grupo controle de um fitoterapico de uso tradicional ja
nos estudos de seguranca clinica, optamos porutilizado pela populagdo, resolvemos adotar a
utilizar um controle com o intuito de eliminar dose maxima diaria indicada pelo fabricante da
ou reduzir os efeitos de variaveis ndo formulacdo que correspondia a 120 mL por 28
relacionadas a substancia em teste, e, pordias ininterruptos.
conseguinte, dar uma maior relevancia
cientiica ao estudo, pois além das Na andlise dos exames laboratoriais
comparacdes intragrupo foram realizadas comparados ao periodo antes do tratamento
comparacdes entre 0S grupos. nao foi observado significancia estatistica que
indicasse toxicidade nos diversos 0Orgaos e
O indice terapéutico (IT) por definicho sistemas avaliados. As variacbes dos exames
representa a relacdo entre a dose letal paralaboratoriais observadas nas avaliacdes
50% dos individuos (DL50) e a dose eficaz semanais apresentaram-se dentro da faixa de
para 50% dos individuos (DE50). Para uma normalidade para cada parametro, tampouco
maior seguranca farmacoldgica, uma definicdo apresentaram sinais de toxicidade de acordo
mais conservadora € a que relaciona a dosecom a Organizacdo Mundial de Saude
letal para 1% dos individuos com a dose eficaz (Nascimento et al., 2009; WHO, 2003).
para 99% dos individuos, ou ainda a dose
capaz de provocar efeitos adversos em relacdoO hemograma € um importante aliado dos
a maior dose incapaz de produzir efeitos estudos de toxicidade, pois o0 sistema
adversos. A relacdo de 10 vezes, representahematopoiético € extremamente sensivel a
uma relativa seguranca para a substanciaatividades de agentes toxicos, principalmente
guimica ou para o fitoterapico, ou baixa aqueles com potencial mutagénico ou
toxicidade. Considerando que para o teste decitotoxico, resultando em alteracoes
toxicidade subcronica, a utilizacdo de doses qualitativas ou quantitativas, transitorias ou
diarias de 120 mL divididos em 4 permanentes e que podem limitar a utilizacao
administracbes, compreendendo a dosede farmacos e medicamentos; alteracdes
méaxima recomendada para o tratamento dahematoldégicas podem refletir, também, na
debilidade fisica, considera-se que no periodo atividade imunologica (Lima et al., 2002;
de utilizacdo de 28 dias o fitoterapico pode ser Lorenzi, 2003).
considerado atéxico (Rauber et al., 2006).
A interpretacdo dos parametros hematoldgicos
Portanto, a avaliacao da relacao risco/beneficiomostra  que nao houve alteracao
€ a finalidade dos estudos pré-clinicos e estatisticamente significante para contagem de
clinicos de medicamentos. Nesse sentido, estehemacias, hemoglobina e contagem total de
estudo avaliou a possivel natureza toxica do plaquetas. Apesar do aumento significativo do
Xarope Melagria® quando administrado em hematdcrito no grupo Melagrifodurante o
voluntarios sadios. A avaliacdo desta possivel pos-tratamento esse parametro se manteve nos
toxicidade deu-se através da realizacdo delimites de normalidade.
parametros  laboratoriais  hematoldgicos,
hepaticos, renais e metabdlicos. Quanto a anélise do TAP, no dia 28 e no pos-
estudo, verificou-se que a diminuicéo
Sob a forma terapéutica de Xarope foi possivel apresentada no grupo Melagffasomparando
a avaliar os aspectos relacionados com acom o periodo do pré-tratamento e com o
seguranca terapéutica da associacdo damesmo periodo do grupo Placebo, manteve-se
Mikania glomerata da Cephaelis dentro dos limites da normalidade, portanto
ipecacuanha, do Aconitum napellus da sem significado clinico. A presenca de
Polygala senegado Myroxylon balsamum e  substancias com conhecida agao sobre inibigéo
do Nasturtium officinale Esta é a forma da coagulacdo sanguinea como € o caso dos
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compostos cumarinicos em plantas como a A anélise sérica de ureia do grupo Melagdtigo
Mikania glomerata ndo foi capaz de gerar diferiu nas comparacbes intragrupo, em
nenhuma alteracdo clinicamente significante relacdo ao valor basal, estatisticamente
durante o periodo de tratamento nessa funcéo.significativo de acordo com o0s testes
Provavelmente se deve as baixas utlizados, e estariam de acordo com o estudo
concentracbes desses compostos cumarinicogle Paulo et al. (2009), visto que 0 uso continuo
na formulagéo (Soares et al., 2006). de plantas medicinais provoca alteragbes
nefropéaticas nos seres humanos. Mas, apesar
No quadro leucocitdrio a contagem total de destas alteracdes terem sido identificadas,
leucécitos no grupo Melagridp ndo diferiu estes valores permaneceram dentro do padréao
significativamente quando comparados ao de normalidade para os adultos.
grupo Placebo e se mantiveram dentro dos
limites normais. O aumento dos basdfilos no A dosagem de creatinina € um importante
grupo Melagria8 e dos monécitos no grupo sinalizador clinico, ja que a queda da filtracdo
Placebo, observada no periodo de pés-estudo gglomerular com consequente elevagdo da taxa
no dia 14 respectivamente, mantiveram-se de creatinina plasmatica implica na perda da
dentro dos valores de referéncia para cadafuncdo renal (Berne & Levy, 2006). Além
analito. Variagcdes na contagem dos leucdcitos disso, o valor plasméatico da creatinina sofre
pode ser resultado de leves alteracbes queinfluéncias da massa muscular, nutricdo e
ocorrem como resposta da medula &sseaocorréncia de edema (Soares et 2002). O
normal a inflamagdes ou infecgbes, estresseaumento dos niveis de creatinina, ocorridos no
fisico ou emocional (Soares et, &002). Além pos-tratamento foi verificado no grupo
disso, ndo foi encontrado na literatura, nenhum Melagrid®, ndo sendo estas alteracdes
indicio de que as plantas componentes daconsideradas como relevantes, para este ensaio
formulacao Melagriad provocassem  toxicoldgico clinico, porque permaneceram
alteracbes nas células sanguineas emdentro dos valores normais (Paulo et al.,
individuos adultos sadios (Paulo et al., 2009). 2009).

Entre os parametros bioquimicos utilizados, as Ao se avaliar as dosagens de glicose nos
provas de funcdo hepatica desempenhamvoluntarios dos grupos Placebo e Meladtido
importante interesse, pois diversas substanciasverificou-se que houve um aumento
sdo extensamente biotransformadas pelo significativo no pds-tratamento. Os valores da
figado. As bilirrubinas sé@o resultantes do glicemia variam, dentro da faixa de
catabolismo da hemoglobina, apos a destruicdonormalidade, de acordo com a dieta e/ou
normal ou patolégica das hemacias. As tempo de jejum. O aumento da glicose
transaminases (ALT/TGP e AST/TGO) e a observado tanto no grupo tratado com
fosfatase alcalina sdo bons marcadores, poisfitoterapico quanto no grupo controle, em
ocorre seu aumento em 90% dos casos decomparacdo com os valores fisiologicos, pode
doenca hepatica (Lima et al., 2002). ser explicado pela presenca de mel no veiculo
do fitoterapico. Logo, deve-se ressaltar que
O parametro albumina mostrou diferengcas nenhuma das alteracdes apontou para a
estatisticamente significantes entre os grupos, presenca de qualquer distarbio, j& que estas
no pos-tratamento, aonde o grupo teste indicou oscilagbes ocorreram dentro da faixa de
niveis séricos superiores a formulacao placebo. valores esperados (Jacobus et al., 2006).
Quanto da analise dos demais aspectos
relacionados a funcdo hepatica, ndo houveramA reducdo nos niveis de triglicerideos no
variacbes estatisticamente significantes grupo Melagria8, observada na avaliacdo do
observadas, entre o0s grupos Placebo epos-tratamento, pode ter ocorrido por
Melagriad®, permitindo concluir que, para a modificacdo na dieta dos voluntarios, ja que
populacdo estudada, a formulacdo n&o ndo houve nenhuma restricio quanto aos
apresenta caracteristicas hepatotéxicas mesmadiabitos alimentares. Para o analito colesterol
em doses maximas. ndo houve diferenca  estatisticamente
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significante entre os grupos estudados. Vale capacidade de desencadear indicativos de
ressaltar que as diferencas estatisticamentedepressdo do sistema nervoso central como
significantes que ocorreram tratam-se, de fato, sonoléncia, tontura, visdo turva e parestesia.
de um preciosismo estatistico, uma vez que
correspondem a variagbes pequenas nosQuanto aos eventos adversos citados pelos
valores meédios, que se mantiveram dentro dosvoluntarios de ambos os grupos aqueles que
limites de normalidade e que, portanto, ndo tinham como base do sistema digestério foram
tém relevancia clinica. 0s mais relatados, sendo que em nenhum deles
foram constatadas diferengas estatisticamente
A avaliacdo clinica constituiu-se, também, um significantes entre 0os grupos em relacdo a
aspecto de investigacao importante, utilizando propor¢cdo de voluntarios com essas queixas.
0s parametros de pressao arterial, frequénciaForam encontrados dados, na literatura, que
de pulso, temperatura e outros. Todos estesatestam que aMikania glomerata S., a
aspectos foram avaliados pela equipe de Cephaelis ipecacuanha, Aconitum napellus,
pesquisadores, envolvidos na pesquisa, ea Polygala seneg& o Nasturtium officinale
permaneceram dentro do padrdo de componentes do Melagridosdo capazes de
normalidade para os individuos de ambos os provocar 0S eventos tais como: nausea,
Sexos. vomito, flatuléncia, diarreia e dores
abdominais mesmo em baixas concentracdes
Durante os vinte e oito dias de estudo, (Soares et al., 2006; Souza et al., 2006; Freitas
ocorreram alguns eventos adversos que foramet al., 2008; Panda & Debnath, 2010; Carvalho
atribuidos ao uso da formulacdo. O evento & Silveira, 2010; Paul et al., 2011).
adverso mais proeminente no estudo foi a
cefaleia, porém, os dados analisados Tosse seca e pirose foram relatadas somente
mostraram que ndo houve diferenca uma vez cada, sendo a primeira por um
estatisticamente significante entre os grupos voluntario do grupo Placebo, portanto nao
em relacdo a proporcdo de voluntarios com relacionado a nenhum dos componentes ativos
gueixa de cefaléia. Atribui-se a possibilidade da medicacdo em teste e sem relevancia do
de surgimento da cefaleia devido a formulacdo ponto de visto clinico e estatistico. A
teste apresentaMikania glomerataS. que ocorréncia de pirose também ndo se mostrou
frequentemente esta relacionada com a significante entre os grupos em relacdo a
presenca de cumarina (1,2-benzopirona). A proporcdo de voluntarios com essas queixas.
literatura aponta atividade vasodilatadora Em um artigo de relato de caso de intoxicacéo
podendo assim explicar a ocorréncia de por Aconitum napellysrealizado por Panda &
cefaléia (Aboy et al., 2002). Todavia pela Debnath (2010), referéncia que na
avaliacao clinica dos relatos € passivel de sesobredosagem pode haver o desencadeamento
observar auséncia de prevaléncia significante de sensacdo de ardéncia e queimacdo em
entre os dois grupos, pois, a diferenca entre labios, lingua, boca, trato respiratério superior
eles é de apenas um relato a mais para o grup@ digestorio superior, o que justifica a pirose
Melagriad’. relatada por um voluntario do grupo
Melagriad.
A sonoléncia também foi um dos eventos
bastante referido pelos voluntérios, porém, ndo Essa etapa clinica mesmo se mostrando segura
foram constatadas diferencas estatisticamentendo garante auséncia de reacfes adversas das
significantes entre os grupos em relacdo a formulacdes testadas, especialmente aquelas
proporcdo de voluntarios com essa queixa. de baixa incidéncia que somente seriam
Clinicamente estes eventos foram mais observadas apods utilizacdo por centenas ou
relatados pelos voluntarios do grupo milhares de pacientes. A deteccdo de reacdes
Melagridd®. A sonoléncia pode ser explicada adversas devera continuar sendo monitorada
pela presenca déconitum napelluggue em no periodo pods-comercializacdo pelos
um estudo clinico realizado por Panda & programas de farmacovigilancia.
Debnath (2010) atribui a esta planta a
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Outro aspecto avaliado foi o potencial
genotoxico do Xarope de MelagrfacQuando

oxidativo, diminuicdo da mutagenicidade e
aumento do efeito antimitético (Souza et al.,

o material genético de uma célula é lesado, 2006; Paul et al., 2011).

esta pode reparar este dano, sofrer apoptose

(morte celular programada) ou nao reparar este

dano sendo chamada de célula transformadaCONCLUSAO

(Vasconcelos, 2004). A exposicdo a agentes

fisicos, quimicos, e biolégicos podem resultar O estudo de Toxicologia Clinica mostrou que

em alteracbes no DNA que podem
desencadear doengas como o cancer.
Estudos de genotoxicidade devem ser

0 Melagria§ é seguro na dose empregada e
nao demonstrou atividade genotoxica frente a
linfécitos humanos.

efetuados quando houver indicacdo de uso A
continuo ou prolongado de medicamentos em REFERENCIAS

humanos. De maneira geral,
medicinais sdo usadas pela populacdo durant
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tendo em vista que ndo possuem acao
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