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RESUMO

ESTUDO DE TOXICOLOGIA CLINICA E GENOTOXICIDADE DO
FITOTERAPICO TAMARIL® CAPSULA, EM VOLUNTARIOS SADIOS. Marne
Carvalho de Vasconcellos. Orientadora: Maria Elisabete Amaral de Moraes. Dissertacdo de
Mestrado. Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, UFC, 2004.

O Tamaril® é um fitoterapico composto de cinco plantas medicinais: Cassia fistula (extrato
mole), Cassia angustifolia (Sene), Coriandrum sativum L., Glycyrrhiza glabra L. (Alcaguz),
e Tamarindus indicus L. (extrato mole); todas com conhecida acdo laxativa. Todo
medicamento que vai ser registrado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
passa por diversas etapas de pesquisa sendo uma delas a toxicologia clinica. A
genotoxicidade é uma especialidade relativamente recente, e se situa na interface entre a
toxicologia e a genética. Esta visa 0 estudo dos processos que alteram o DNA (acido
desoxirribonucléico). O objetivo desse estudo foi avaliar a seguranca e o potencial
genotoxico da formulagdo de Tamaril® capsulas em voluntarios saudéveis. O ensaio clinico
consistiu de um estudo aberto com 25 voluntarios de ambos os sexos, (13 homens e 12
mulheres), que receberam diariamente duas capsulas de Tamaril® v.o. por 28 dias
ininterruptos. Os voluntarios foram incluidos no estudo apos avaliacdo clinica, exames
fisicos e laboratoriais. Ao final de 28 dias, amostras de sangue (5mL) foram coletadas de
cada voluntario, para avaliar o efeito genotoxico do Tamaril® em linfécitos periféricos
humanos atraves do teste do cometa. A idade média dos voluntérios foi de 30,1 £+ 6,9 anos e
o indice de massa corpérea foi de 24,21 + 3,00 Kg/ cm? no pré-estudo e 24,26 + 3,05 Kg/
cm?® no pos-estudo. As funcdes hematoldgica, hepatica, renal e metabélica, bem como os
eletrdlitos sodio e potassio foram analisados semanalmente através dos exames laboratoriais,
0s quais ndo evidenciaram sinal de toxicidade, estando todos os resultados dentro da faixa de
normalidade. Fezes pastosas, dor abdominal e flatuléncia foram os eventos adversos mais
observados. Pelo teste do cometa, foram observados danos tipo 1 (p<0,05) nos linfocitos
periféricos dos voluntéarios tratados com Tamaril®. Os estudos de Toxicologia Clinica e
genotoxicidade ndo evidenciaram nenhuma toxicidade nos voluntarios tratados com

Tamaril® por 28 dias ininterruptos 2 capsulas por dia v.o.

Palavras-chave: fitoterapico, toxicologia, genotoxicidade, Tamaril®
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ABSTRACT

CLINICAL TOXICOLOGY AND GENOTOXICITY EVALUATION OF THE
PHYTOMEDICINE TAMARIL® (CAPSULE) ON HEALTHY VOLUNTEERS. Marne
Carvalho de Vasconcellos. Advisor: Maria Elisabete Amaral de Moraes. Master’s
Dissertation. Post-Graduate Program in Pharmacology. Department of Physiology and
Pharmacology, UFC. July, 2004.

Tamaril® is a phytomedicine constituded of 5 medicinal plants well known for their laxative
proprieties: Cassia fistula (soft extract), Cassia angustifolia (Senna), Coriandrum sativum L.
e Glycyrrhiza glabra L. (Alcaguz) and Tamarindus indicus L. (soft extract). Every
medication to be launched on the market must succeed in a series of research steps, where
clinical toxicology evaluation is an important one among them. Genotoxic assessment,
which aims on the processes altering DNA integrity, is a relatively recent field in drug
development and stands on the interface between toxicology and genetics. This study
consisted on the evaluation of clinical safety and genotoxic potential of Tamaril® capsules in
healthy volunteers. The clinical evaluation consisted of an open study with 25 healthy
volunteers of both sexes (13 males and 12 females) who received a daily oral dose of two
capsules Tamaril® for 28 consecutive days. The volunteers were selected for the study if
considered in good health after criterious clinical, physical and laboratorial evaluations. At
the end of the 28 study days, blood samples (5 mL) were collected from each volunteer for
the genotoxic assessment of Tamaril® on peripheral lymphocytes through the comet assay.
The mean age of the volunteers was of 30.1+ 6.9 years and the body mass index was of
24.21+3.00 Kg/cm? on the pre-study evaluation and 24.26+3.05 Kg/cm? on the post-study.
Hematological, hepatic, renal and metabolic functions, as well as sodium and potassium did
not show signs of abnormality in any volunteer throughout the weeks of the study. Soften
faces, abdominal pain and flatulence were the adverse events regularly observed. Through
the comet assay, score 1 DNA damage was most frequently registered on peripheral
lymphocytes of volunteers treated with Tamaril® (p<0.05). Clinical and genotoxic evaluation
of healthy volunteers receiving Tamaril® for 28 uninterrupted days did not show signs of

toxicity related to the treatment.

Keywords: phytomedicine, toxicology, genotoxicity, Tamaril®.
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1. FITOTERAPICOS

1.1. DEFINICAO

Fitoterapico é o medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu
uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e
seguranca sao validadas atraves de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizagdo,
documentacdes tecno-cientificas em publicacbes ou ensaios clinicos Fase Ill. Ndo se
considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composicao, inclua substancias ativas

isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes destas com extratos vegetais (Brasil, 2004)
1.2. HISTORICO

O uso popular de plantas medicinais é uma arte que acompanha o homem desde
os primordios da civilizagdo humana. O conhecimento histérico do uso de plantas medicinais
nos mostra ao que pela propria necessidade humana, as plantas foram os primeiros recursos
terapéuticos utilizados (PHILLIPS & GENTRY, 1993). Esses conhecimentos foram
adquiridos desde a pré-historia quando o homem primitivo utilizava — se de plantas para sua
alimentacdo, assim como para tratar os males que lhe afligiam. Ao longo da historia os
povos puderam determinar as espécies boas para o consumo alimentar e as que se destinam a

terapéutica .

Os curandeiros foram os primeiros a utilizar as plantas medicinais e a observar 0s
seus efeitos curativos. Entretanto, as receitas mais antigas registradas sobre o uso de plantas
para fins medicinais, datam de aproximadamente 3700 anos a.C. e foram encontradas na
piramide do faraé Quéops, no Egito. Esta préatica repassada de geracdo em geracgdo, traz de
nossos antepassados informagdes, sobre plantas que amenizavam ou curavam seus males
(PHILLIPS & GENTRY, 1993).

A historia da terapéutica comeca, provavelmente, por Mitridates, rei de Ponto,
século 1l a.C., sendo ele o primeiro farmacologista experimental. Nessa época, ja eram

conhecidos os opiaceos, a cila e inimeras plantas toxicas. No Papiro de Ebers, de 1550 a.C.,



descoberto em meados do seculo passado em Luxor, no Egito, foram mencionadas cerca de
700 drogas diferentes, incluindo extratos de plantas, metais (chumbo e cobre) e veneno de
animais (ALMEIDA, 1993; CARNEIRO, 1997).

A arte de embalsamar cadaveres, evitando que estes entrassem em estado de
putrefacdo, foi desenvolvida pelos antigos egipcios. Foram necessarios varios experimentos
com diferentes plantas para dar conhecimento ao mundo e deixar tal arte como heranca
(ALZUGARY & ALZUGARY, 1983).

O cheiro teve muita importancia na escolha das ervas medicinais. Na ldade
Média, acreditava-se que determinados aromas espantavam os espiritos das doencas que
acometiam o corpo. A aromaterapia € um ramo da fitoterapia, que ja existe ha tempo
suficiente para considerar seu valor terapéutico e sua acgdo fisiolégica benéfica
(ALZUGARY & ALZUGARY, 1983).

Na Idade Antiga, os gregos foram, praticamente, os iniciadores dos primeiros
ensaios médico-botanicos, usando para isso 0s cultos aos deuses vegetais nas suas curas
milagrosas, através das plantas. O valor terapéutico ou toxico de algumas delas eram
bastante conhecidas na Antiga Grécia. Em muitos jardins e hortas cultivava-se determinada
espécie medicinal. Hipdcrates (460-377 a.C.), denominado o “Pai da Medicina”, reuniu em
sua obra Corpus Hippocraticum a sintese dos conhecimentos médicos de seu tempo,
indicando, para cada enfermidade, o remédio e o tratamento adequado. Prescrevia para 0s
seus pacientes regimes e dietas, nos quais incluia o uso de plantas com propriedades
medicinais (LYONS, 1987; GUILLEM, 1987).

A producdo de medicamentos e o tratamento farmacologico de doencas
comecaram com o0 uso de plantas medicinais. No comeco da Era Cristd, Pedanius
Dioscorides, médico grego que trabalhou nas legides romanas, coletou e descreveu muitas
plantas ao redor do mar Mediterraneo e publicou a obra De Materia Médica, usada ha mais
de 15 séculos, em cinco volumes, com mais de 500 produtos de origem vegetal, descrevendo
0 emprego terapéutico de muitas delas. A farmacopéia grega assimilou grande parte da
farmacopéia cretense e da micénica, que conheciam varias plantas medicinais como a

dormideira, o sésamo, o acafréo e os liquens (LYONS, 1987).



Em meados de 161-180d.C., Galeno (Claudius Galenus) nascido em Pérgamo,
Asia Menor, iniciou sua carreira como médico dos gladiadores em Alexandria, e mais tarde
foi 0 médico particular do Imperador Marco Aurélio, em Roma. Desenvolveu a ciéncia de
preparagcdo de medicamentos, sendo por isso considerado como o “pai das ciéncias
farmacéuticas”. Até os nossos dias, preparacdes de origem natural sdo classificadas como
“galénicas” (GUILLEM, 1987; MARGOTTA, 1998).

Os arabes, que foram os primeiros a distinguir a medicina da farmécia,
contribuiram muito para a difusdo de diversas plantas medicinais nas costa do Mediterraneo
(Franca, Italia e Espanha). Dentre os principais médicos arabes que se ocuparam das plantas
medicinais estdo, Avicena (978-1036), que se tornou tdo famoso quanto Hipdcrates e
Galeno, e Ibn Baithar, que em sua obra Kitabal-Dschamial Kabu (grande compilagdo de
medicamentos e alimentos simples) trata de 1.400 drogas, das quais 200 citadas
ineditamente. Deve-se aos arabes os primeiros cultivos de acafrdo, cana-de-agucar, arroz,
algodao e algarroba (GUILLEM, 1987).

Durante a Renascenca, o compéndio de Dioscorides foi revisado, sendo ilustrado
com as plantas descritas por ele. Esse, ainda, era baseado na patologia humoral classica, que
ensinava que saude e doenca eram determinadas pelos quatro humores corporais (legado
hipocratico/galénico), — sangue, fleuma, bilis negra e bilis amarela que se relacionavam com
orgaos particulares (FIGURA 1).



FIGURA 1 - Os quatro humores: (A)
fleuma (B) sangue, (C) bilis amarela e (D)
bilis negra. (lluminuras do manuscrito MS C. 54.

da Zentralbibliothek de Zurique. Data: séc. XIV.)

O sangue procedia do coracéo, a fleuma do cérebro, a bilis amarela do figado e a
bilis negra do baco. Hipocrates, Galeno e Avicena basearam-se nos elementos da natureza
(ar, &gua, fogo, terra), representando-a no corpo humano, o qual passava a ser visto como um
microcosmo natural. O sangue era quente e Umido, como o ar; a fleuma era fria e Umida,
como a agua; a bilis amarela era quente e seca, como o fogo; a bilis negra era fria e seca,
como a terra. Dessa maneira, se uma doenga em particular fosse classificada como Umida,
guente ou seca, ela seria tratada pela administracdo de uma planta medicinal que tivesse a
propriedade oposta (JUTTNER, 1983).

Ao final do século XIX o desenvolvimento da quimica abriu caminho para a

pesquisa dos principios farmacoldgicos ativos obtidos de fontes naturais.
1.2.1. Fitoterapicos no Brasil
A utilizagdo popular das plantas medicinais no Brasil, com fins terapéuticos e

rituais religiosos,provém de diferentes origens e culturas tradicionais, principalmente de
indios brasileiros e seitas afro-brasileiras, e da cultura e tradi¢do africana e européia. O uso e



0 comércio destes recursos, como em outros paises, foram estimulados pelas necessidades de
uma crescente populacdo que demanda cada vez mais plantas medicinais para o cuidado de
sua saude e para seus cultos e tradicdes religiosos; pela facilidade de acesso, devido aos
custos elevados da medicina ocidental, aos efeitos colaterais provocados pelos farmacos
sintéticos, além do crescente interesse nacional e internacional pelo potencial terapéutico e
econbémico que representam e a demanda de novos produtos pela inddstria farmacéutica
(SIMOES et al., 1999).

O conhecimento cientifico de uma planta medicinal abrange uma visdo profunda
sob varios aspectos da farmacologia, toxicologia, quimica organica e da botanica
taxondmica. E necessario desenvolver estudos integrados nestas areas. A escolha da planta,
pode ser feita baseada em informagdes populares de seu uso, da sua taxonomia ou da
quimiossistematica (MATOS, 1992).

Em paises em desenvolvimento como o Brasil, o uso terapéutico de plantas
medicinais e seus manufaturados ajudam a reduzir a importacdo de drogas, e ainda
incrementa o desenvolvimento econdmico (FERREIRA, 1998). Além disso, medicamentos
derivados de plantas conhecidas tendem a ser mais aceitos pela populagédo, facilitando a
aderéncia ao tratamento (WHO, 1999). O numero de plantas nativas do Brasil usadas in
natura ou manufaturadas como fitomedicamentos ja ultrapassa uma centena (CALIXTO,
2000).

Dessa forma, as plantas medicinais em paises como o Brasil, sdo uma alternativa
para a prescri¢cdo de medicamentos, o fécil acesso e o conhecimento popular contribuem para
0 uso de fitomedicamentos. No entanto, apesar da vasta flora brasileira e do alto consumo

desses medicamentos, pouco tem sido feito para estudar novas fontes medicamentosas.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa, vem conseguindo
regulamentar a comercializacdo dos fitoterapicos no Brasil de uma forma mais segura, no
entanto, a RDC 48 de marco de 2004, é muito recente, mas ja € um grande comeco, pois faz
cobrancas maiores sobre as industrias para que os fitoterapicos tenham um controle de

qualidade rigoroso e a sua seguranca e eficAcia comprovadas através de ensaios clinicos,



estimulando dessa maneira que estudos pré-clinicos, clinicos e de desenvolvimento de

medicamentos, sejam desenvolvidos no Brasil com plantas medicinais.

1.3. QUALIDADE

O controle da matéria-prima € essencial para assegurar a qualidade de um
medicamento fitoterapico. Em comparacdo com as preparacdes convencionais, 0s produtos
fitoterapicos apresentam alguns problemas singulares relacionados a qualidade. Isso
acontece por causa da natureza das plantas, formada por misturas complexas de compostos
quimicos que podem variar consideravelmente, dependendo dos fatores ambientais e
genéticos. Além disso, os principios ativos responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos, sdo
parcialmente ou totalmente desconhecidos, e isso impede o nivel de controle que pode ser
feito rotineiramente com substancias sintetizadas nos medicamentos convencionais. Um
outro fator complicador é o uso de combinacGes de plantas, onde certos fitoterapicos

apresentam mais de cinco plantas diferentes em um mesmo produto.

Por isso, deve-se levar em consideragdo no controle da matéria-prima:
identificacdo da planta, variacdo intra- e interespecifica entre as espécies, fatores ambientais,
época de colheita, parte usada, armazenamento e processamento apos a colheita, adulteracédo
com material de outra planta, teste de identidade, analise dos constituintes, teor de cinza e
contaminantes de plantas, microorganismos, pesticidas, fumigantes, metais toxicos, entre

outros.

Além de seus ingredientes ativos principais, que determinam o tipo de acdo
produzida, os fitoterapicos contém componentes secundarios que podem modificar o efeito
dos ingredientes principais, por exemplo, influenciando sua estabilidade ou
biodisponibilidade. As drogas vegetais também contém impurezas destituidas de atividade
farmacoldgica, ou podem, até mesmo, produzir efeitos indesejados. 1sso explica porque
fitomedicamentos com diferentes tipos de acdo podem ser feitos a partir da mesma planta,
dependendo da qualidade da droga vegetal, da parte da planta que é usada, do solvente
utilizado e do processo de extracdo. (SCHULZ et al., 2002)



1.4. SEGURANCA

Assim como acontece com todas as formas de automedicacdo, o uso de
fitoterapicos representa um risco potencial para satde do ser humano (D"ARCY, 1991- Part
I; D'ARCY, 1993 — Part Il). A seguranca dos fitoterapicos é especialmente importante, pois
na maioria dos casos esses medicamentos ndo sdo prescritos por um profissional e séo

geralmente utilizados por tempo prolongado (uso crénico).

O uso tradicional de plantas com finalidade terapéutica permitiu que 0s
medicamentos com sinais agudos e aparentes de toxicidade sejam reconhecidos e evitados.
Entretanto, a premissa de que o uso tradicional de uma planta, por centenas de anos,
estabelece a sua seguranca, ndo é necessariamente verdadeira. Isso porque formas mais sutis
e crbnicas de toxicidade, como carcinogenicidade, mutagenicidade e hepatotoxicidade,
podem né&o ter sido detectadas pelas geracGes anteriores, e esses tipos de toxicidades sdo 0s
gque mais preocupam na avaliacdo da seguranca dos fitoterapicos. Ha de se convir que 0s
dados toxicoldgicos sobre as plantas medicinais sdo limitados, sendo necessarios estudos
para comprovagdo de sua seguranca para 0 uso humano, com doses e composi¢Oes

estabelecidas.

1.5. EFICACIA

Apesar de muitas plantas utilizadas com fins medicinais terem seu uso
preconizado, existe pouco registro de trabalhos cientificos a respeito dos seus principios
ativos, farmacodinamicos ou eficacia clinica. Para que a eficacia de uma planta seja
comprovada cientificamente, varios fatores especificos precisam ser levados em
consideracao: falta de dados fitoquimicos, estudos pre-clinicos in vivo e in vitro e estudos

clinicos com relevancia, produtos formulados x extrato bruto, entre outros.

No entanto, o conhecimento de alguns preceitos basicos é fundamental para a
conducdo adequada dos ensaios clinicos de eficacia terapéutica com fitoterapicos, como

planejamento, randomizacdo e controle (BULPITT, 1993).



1.6 RELEVANCIA SOCIAL

Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da
populagdo mundial usam os recursos da medicina popular para suprir as necessidades de
assisténcia médica primaria. Nos paises desenvolvidos, as drogas derivadas de plantas tém

um papel importante na prescri¢cdo médica (WHO, 1991).

Nos Estados Unidos, em torno de 25% das receitas contém medicamentos com
compostos derivados de plantas, principios ativos preparados de plantas superiores ou
extratos de plantas. No Brasil, a grande maioria da populacdo tem facil acesso as ervas e
plantas medicinais, enquanto que os medicamentos industrializados apresentam como
principal obstaculo, além dos efeitos colaterais ocasionados pelo seu uso extensivo, o alto
custo, tanto para o consumidor individual como para as entidades previdenciarias. No
entanto, de acordo com a resolucdo 1499/98 do Conselho Federal de Medicina (CFM), o
CFM resolve proibir aos médicos a utilizacdao de praticas terapéuticas ndo reconhecidas pela

comunidade cientifica.

Diante disso, é de fundamental importancia que sejam desenvolvidos estudos
criteriosos a fim de avaliar sua atividade farmacoldgica, tendo seus principios ativos isolados
tornando-se muitas vezes o medicamento de escolha. Com isso, algumas instituicGes e
organizagdes tém demonstrado interesse em encontrar solu¢gbes menos onerosas para
resolver os problemas de saude da populacdo de baixa renda; estes grupos tém voltado seus

olhos a Fitoterapia.
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2. TAMARIL®

O Tamaril® é um fitoterdpico composto de cinco plantas medicinais: Cassia
fistula (extrato mole), Cassia angustifolia (Sene) (FIGURA 2a), Coriandrum sativum L. e
Glycyrrhiza glabra L. (Alcacuz), Tamarindus indicus L. (extrato mole); todas com
conhecida acéo laxativa (FIGURA 2b).

Painel Uso Popular

Cassia fistula L.

Ocorréncia natural na india. Suas flores amarelo-dourado
perfumadas, dispostas em longos cachos pendentes, se
destacam na paisagem. Presta-se bem a arborizacdo urbana.
Constituintes quimicos: substancias antraquindnicas livres e
combinadas senosideos A e B. E indicado na febre e prisdo
de ventre. (CORREA, 1984)

Cassia angustifélia

Embora originario da Arabia é cultivado na india. O Sene
foi introduzido na fitoterapia pelos médicos &rabes E
classificado e utilizado como laxativo de contato, por nao
provocar inflamacBes secundarias. Constituintes quimicos:
substancias antraquindnicas livres e combinadas, senosideos
A e B, mucilagens, flavondides como o Rampferol, resinas e
glicosideos. Os efeitos do Sene séo obtidos apos a absorcao e
liberacdo dos heterosideos no intestino grosso. (CORREA,
1984)

FIGURA 2 - Painel das plantas que constituem o fitoterdpico Tamaril® e suas

indicagdes na medicina popular.
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Uso Popular

Coriandrum sativum L.

Indicagdo:  abscesso, ansiedade,  apetite
excessivo, atonia gastrintestinal, cdlica abdominal,
debilidade estomacal, espasmo, ferida, gases,

inflamac&o, nervosismo, tumor. (CORREA, 1984)

Glycyrrhiza glabra L.

Propriedades  Medicinais:  antimicrobiana,
antioxidante, antitoxica, anti-séptico, aromatica,
diurético, emoliente,  expectorante, laxante,

refrescante, tbnica .

Indicacéo: abscesso, catarro, catarro da bexiga,
_ o ' = |espasmo, ferida, gota, inflamagdo, inflamacéo
i} .-|£:"|Iﬁ-jﬁg-:“:.:l P

bucal, pedra e calculo, resfriado, tosse, tumor,

Glcera, vesicula, vias urinarias. (CORREA, 1984)

Tamarindus indica L.

Constituintes quimicos da planta: carboidratos;
proteinas; gorduras; sais de célcio, fésforo e ferro;
acidos fosforico, lactico, malico, tartarico e acético;
pectina; glicose; levulose; vitaminas A, B1, B2 e C.

Indicacéo: febre, intestino preso, inflamac6es da
garganta e estdmago, hematemese, vermes
intestinais, tosse. (CORREA, 1984)

FIGURA 2b - Painel das plantas que constituem o fitoterapico Tamaril® e suas

indicacOes na medicina popular.


http://www.plantamed.com.br/PG/GL/GLE.htm#emoliente
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As indicacdes do Tamaril® sdo amplas: todas as relacionadas a um disturbio
organo-funcional da motricidade intestinal; tratamento sintomatico da constipagédo, tanto
crbnica como secundaria e preparacdo para 0s exames radiologicos e endoscopicos.
IndicagcOes farmacéuticas complementares: constipacdo decorrente de viagens prolongadas,
periodo menstrual, gestacdo, dietas, pds-operatérios. Podem ocorrer esporadicamente célicas
abdominais, vomitos ou diarréias, que desaparecem com a suspensao da medicacdo ou

espacamento da dose e é contra-indicado nas retocolites e doenca de Crohn .

O principio ativo da Sene foi inicialmente isolado e caracterizado por Stoll em

1941. Os dois primeiros glicosidios foram identificados como sendo da familia das

antraquinonas (FIGURA 3).

Glucosyl-O

OH

Glucosyl-O
R R: 10410

Sennoside A COOH COOQOH  drans
Sennoside B COOH COOH  meso

FIGURA 3 - Estrutura dos senosideos A e B.

As preparacdes que contém Sene representam uma classe de medicamentos
laxativos dos mais utilizados. O mecanismo de acdo é ainda pouco conhecido. Considera-se,
geralmente, que eles aumentam o peristaltismo, seja irritando a mucosa intestinal, seja
estimulando-a diretamente por agdo sobre o plexo mesentérico. Sua acéo é devida a presenca
de senosideos, derivados antraquinénicos ligados & moléculas de glicose, que quando
hidrolisados resultam da liberacdo de derivados antracénicos. Ao lado dos seus principios
ativos, segundo a qualidade de preparacdo, podemos encontrar contetdo mais ou menos
elevado das formas antraquindnicas livres, consideradas por alguns autores como
responsaveis por nauseas e colites (VAN OS, 1976; LENG-PASCHLOW, 1992).
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Ensaios pré-clinicos realizados por Dufor e colaboradores (1983) compararam uma
preparacdo farmacéutica contendo pé de sene com uma prepara¢do que continha uma
antraquinona livre (Diantrona) em ratos, de condicOes idénticas, com dose “equilaxativa”,
sobre o tecido intestinal dos animais. Nas condi¢des experimentais adotadas, a ingestdo de
sene foi perfeitamente tolerada pela mucosa intestinal dos animais. Ao contrario, em dose
“equilaxativa”, uma amostra de Diantrona, administrada nas mesmas condicdes, foi
responsavel na totalidade dos animais, por anomalias localizadas ao nivel do plexo e fibras
nervosas do mesentério. Estes tipos de lesdes, somente reveladas por microscépio

eletrbnico, parecem ser equivalentes aos observados por B. Smith.

Ainda em 1983, Phillip Dufor mostrou que a administragcdo cotidiana, durante 11
semanas em ratos do p6 de Sene diluido, de concentracdo em senosideos definida,
praticamente isenta de derivados antracénicos livres foi perfeitamente tolerada pela mucosa
intestinal dos animais. Nenhuma lesdo da estrutura e da ultra-estrutura deste tecido foi
destacada ap6s exame de microscopia Gtica e eletrdnica. A inocuidade da preparacdo em
relacdo ao conteddo em derivados antracénicos livres sugere a hipGtese de uma certa

nocividade destes Ultimos.

Ja em 1984, Dufor & Gendre observaram ratos apés um longo periodo de
administracdo de antraquinona, comparando o efeito da polpa de fruta contendo senosideos
A e B com aqueles da antraquinona livre, 1-8 dihidroxiantraquinona. As observacdes foram
feitas através de microscopio eletrdnico de transmissdo apds 16 semanas de tratamento nos
dois grupos. Nenhum dano ao tecido intestinal foi observado com os senosideos. Algumas
mudancas, no entanto, foram detectados na regi&o nervosa do intestinos de todos os animais
tratados com 1-8 dihidroxiantraquinona, principalmente na forma de vacuolizacdo de
axonios, formacdo de estruturas lisossomiais e em alguns casos aparentes degeneracfes

fibrilares.
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3. DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS

A atividade de pesquisa clinica envolve ativamente as grandes industrias
farmacéuticas, diretamente interessadas na descoberta, desenvolvimento e fabricacdo de
novos medicamentos. Isso porque a planta medicinal utilizada em medicamentos é um
xenobiético, ou seja, um produto estranho ao organismo humano, utilizado com fins

terapéuticos.

Portanto, o0 uso popular ou tradicional ndo sdo suficientes para comprovar a
seguranca e a eficAcia de uma planta. Neste sentido, as plantas ndo se diferenciam de
qualquer outro xenobidtico sintético e sua preconizagdo ou autorizacdo com fins

medicamentosos devem ser evidenciadas em experimentacgdes cientificas (BRASIL, 1996)

Para o desenvolvimento de medicamentos, devem ser seguidas etapas seqlienciais
que visam promover a seguranca e garantir a eficacia desses medicamentos, desde sua

preparacdo até o consumo humano, essas etapas sao:

Etapa boténica: relacionada a identificacdo do material. A identificacdo do
material € uma etapa importante pela propria variedade entre as espécies de plantas, 0s
efeitos biol6gicos de mesmas plantas colhidas em regifes diferentes e em clima diferentes
modifica a proporc¢do dos seus constituintes quimicos encontrados. Deve-se considerar que 0
que define uma espécie vegetal é o seu genoma, direcionando a formacdo de suas
caracteristicas morfoldgicas externas (fen6tipo) e a sintese de seus metabolismos primario e
secundario, o que demonstra que a identificacdo botanica é insuficiente para garantir a
atividade medicinal de uma planta (EVANS, 1996).

Etapa farmacéutica: relacionada ao preparo e forma de administracdo do
medicamento. O controle de estabilidade da forma farmacéutica de um fitoterapico qualquer,
pressupde que a matéria-prima em estudo seja uniforme e, na maioria das vezes, exige
conhecimento prévio da sua constituicdo quimica. Também nesse caso, o controle da
atividade farmacoldgica seria a alternativa disponivel para garantir a estabilidade da
substancia ativa e, consequentemente, do fitoterépico.
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Etapa de ensaios bioldgicos pré — clinicos : relacionadas a estudos de

farmacocinética, farmacodinamica e toxicoldgicos em animais.

Os estudos farmacocinéticos pré-clinicos servem para avaliar o destino do
farmaco depois de sua administracdo. A velocidade e a intensidade de absorcdo, a
distribuicdo no organismo, a afinidade pelos sitios de ligacdo, as formas de metabolizacéo e
0s Orgdos responsaveis pela sua excrecdo sdo parametros importantes para os estudos de

eficacia e toxicidade.

Os estudos farmacodindmicos tém por objetivo comprovar o efeito que motivou o
estudo do novo medicamento e o perfil de seus efeitos colaterais, relacionando esses efeitos

as doses e a um possivel mecanismo de acdo em varias espécies de animais de laboratorio.

A toxicologia pre-clinica deve indicar o grau de confianca depositado em um
medicamento a ser administrado a espécie humana. Esses estudos devem seguir protocolos

internacionalmente aceitos, ainda que as exigéncias variem de pais para pais.

Etapa clinica : realizada em humanos , dividida em quatro fases.

Os ensaios clinicos podem ser prospectivos ou retrospectivos. O prospectivo é
aquele que ocorre baseado em um protocolo de pesquisa e inclui pacientes ap6s a idealizacdo
do protocolo. Ou seja, s6 apOs se conceber um plano de pesquisa é que se inicia o
recrutamento dos pacientes. O estudo retrospectivo, por outro lado, baseia-se em dados que
foram acumulados antes de sua concepcdo. Geralmente é baseado em levantamentos do que
ocorreu, por exemplo, com pacientes tratados com uma droga especifica ou de uma forma
especial durante um certo periodo de tempo em uma dada instituicdo. Como os dados
coletados retrospectivamente ndo obedeceram necessariamente a um protocolo, podem
existir muitas falhas nesses estudos (BIBLIOMED, 2004)
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3.1. FASES DA PESQUISA CLINICA EM HUMANOS

Esses estudos visam, primordialmente, estabelecer a seguranca do fitoterapico em
curto prazo e estabelecer a dose maxima tolerada (SPILKER & SCHOENFELDER,1990).
Portanto, é importante monitorizar o voluntario com o intuito de detectar possiveis eventos

adversos.

Para ser submetido a um estudo de fase | o fitoterapico devera conter informacdes
pré-clinicas suficientes, demonstrando que o produto é seguro para ser usado em seres
humanos . Além disso, o protocolo clinico devera ser bem delineado para que possa atingir
com sucesso 0s objetivos propostos (FRIEDMAN et al.,1996).

Os estudos de fase | deverdo ser realizados em voluntarios sadios ou, em alguns
casos (cancer e AIDS), com pacientes para determinagdo da seguranca e tolerabilidade do
fitoterapico (BAGULEY & KERR,2002).0 nimero de voluntarios necessarios aos estudos
de Fase | varia de 20 a 50, podendo, em alguns casos, chegar at¢ 100 (GRADY &
JOUBERT, 1997).

Dependendo da complexidade do fitoterapico pesquisado, algumas informacdes
sobre o perfil farmacocinético (absor¢ao, distribuicdo, biotransformacéo e excrecao) e sobre
os efeitos farmacodinamicos, poderdo também ser obtidos nos estudos clinicos de fase | para
auxiliar no planejamento e interpretacdo dos estudos de fase Il. Como os produtos
fitoterapicos, na maioria das vezes, sdo constituidos por um complexo de substancias
quimicas, muitas vezes ndo e possivel determinar o principio ativo, o que impossibilita a
determinacdo dos parametros farmacocinéticos (BHATTARAM et al,.2002). Isso ajuda,

principalmente, no controle de qualidade do material botanico que est& sendo utilizado.

A eficécia terapéutica podera ser constatada durante alguns desses estudos de fase
I, quando o ensaio clinico for realizado em pacientes ou forem mensurados biomarcadores
para algumas doencas (MATOREN, 1994).

Os estudos de fase Il objetivam, num estagio inicial, avaliar a eficacia terapéutica
do fitoterapico e definir uma faixa posologica ideal em uma doenga alvo e, a0 mesmo tempo,

procuram definir a sua segurancga e tolerabilidade nos pacientes participantes do ensaio



17

clinico. Geralmente, utilizam 50 a 100 pacientes, mas podem chegar a 300 ou mais,
dependendo do delineamento experimental (GLENNY & NELMES, 1996).

Na fase seguinte, apds a definicdo de uma faixa posoldgica ideal, onde néo
ocorreram reacdes adversas graves, vem o ensaio clinico e fase I11. Nesse estudo, se faz uma
avaliacdo comparativa com outras terapéuticas ja estabelecidas, envolvendo um grande
numero de pacientes, que pode variar de poucas centenas a alguns milhares. Esses estudos
adicionam também maiores informacbGes sobre a seguranca e a tolerabilidade dos
fitoterapicos (POCOCK, 1987). Os dados positivos resultantes dos estudos de fase Il

possibilitam o registro do fitoterapico na Anvisa .

Nos estudos de fase IV, realizados no periodo de pés-comercializacdo, as
avaliacOes da farmacovigilancia realizadas em um grande numero de pacientes, adicionam
informacBes sobre a eficacia e seguranca dos fitoterapicos. Além disso, essas novas

informacdes podem possibilitar indicagdes terapéuticas adicionais (WHO, 1998).

A obtencdo de resultados fidedignos e conclusivos nos estudos de fases I, Il e 1lI,
estd na dependéncia de um planejamento adequado dos ensaios clinicos, através de um
delineamento experimental correto (COHEN & POSNER, 2000). Portanto, é de fundamental
importancia que o protocolo da pesquisa seja bem elaborado, especificando os objetivos,
definindo a populacdo de pacientes, selecionando o tratamento controle, escolhendo a
estrutura do ensaio, organizando a randomizacdo e o0 esquema de acompanhamento
(CRAMER, 1996).

4. TOXICOLOGIA CLINICA

Os fitoterapicos sdo considerados medicamentos e, portanto, a toxicidade, as
possiveis interacbes medicamentosas e as reacfes adversas (RAM) devem ser consideradas e
avaliadas pelo médico durante o tratamento (WONG & CASTRO, 2003).

N&o existe forma de eliminar completamente a possibilidade de alguma
substancia, incluindo fitoterapicos, produzir efeitos colaterais como reacdes alérgicas em
pessoas sensiveis as mesmas (D’ARCY, 1991; 1993; PILLANS, 1995). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS), na Declaracdo de 1978, abriu a possibilidade de um didlogo entre
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0s métodos tradicionais e 0s modernos, de cuidados com a saude, num entendimento de que
praticas médicas inseguras devem ser eliminadas e somente aquelas seguras e eficazes
devem ser consideradas (WHO, 1998).

A seguranga deve ser o principal critério na escolha de um fitoterapico. A selegdo
criteriosa, analises quimicas, ensaios clinicos e medidas regulatorias restritivas devem ser
seguidas e respeitadas com relacdo aos fitoterapicos (WHO, 1993). Ndo é eticamente
aceitavel, nem moralmente justificavel prescrever fitoterapicos sem a evidéncia cientifica da
sua qualidade, eficacia e seguranca. Portanto, a pesquisa clinica cientificamente conduzida é

necessaria para proporcionar informacdes adicionais aos pacientes (SPRIET, 1994).

O desenho experimental de toxicologia clinica consiste de um estudo aberto, ndo
randomizado, com 20 a 26 voluntarios saudaveis de ambos os sexos, com idade variando
entre 18 a 50 anos. Os voluntarios que forem considerados qualificados para inclusdo no
estudo receberdo, ambulatorialmente, a dose diaria da posologia especificada, durante um
periodo de tempo varidvel que pode ser de 07 a 28 dias ininterruptos, dependendo da
indicagéo terapéutica (MEITNERT, 1986).

O projeto de pesquisa, com o protocolo experimental e o “termo de
consentimento livre e esclarecido” deverdo ser submetidos e aprovados por um CEP
credenciado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) - CNS/MS. O Estudo
deve ser conduzido de acordo com a Declaracdo de Helsinque (1965) e as revisbes de
Toquio (1975), Veneza (1983), Africa do Sul (1996) e Edimburgo (2000) e a Resolucio
196/96 e 251/97 do CNS-MS (BRASIL, 1996; BRASIL, 1997; POCOCK, 1987; SPILKER,
1991).

5. GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade é uma especialidade relativamente recente, e se situa na
interface entre toxicologia e genética, por isto denominada, frequentemente, também, de
genética toxicoldgica. Esta visa o0 estudo dos processos que alteram a base genética da vida,
quer seja em sua estrutura fisico-quimica, 0 DNA (acido desoxirribonucléico), processo

classificado como mutagénese; quer seja na alteracdo do determinismo geneético a niveis
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celulares ou organicos, identificados respectivamente como carcinogénese e teratogénese.
Estas trés especialidades sdo agrupadas em uma éarea de estudo, pois um mesmo produto
pode desencadear os trés efeitos, a mutagénese, a carcinogénese e a teratogénese, como por
exemplo, as radia¢6es gama (PEGAS HENRIQUES, 2003)

InUmeras técnicas que detectam danos no DNA tém sido utilizadas para
identificar substancias com atividade genotdxica (TICE et al., 2000). Na ultima década, a
técnica de ensaio do cometa ou eletroforese em gel de nacleo individual, permitindo avaliar
um maior nimero de pessoas. A grande vantagem dessa metodologia é ser simples, rapida,
podendo ser obtida em um dia, e barata. O teste também tem suas limita¢Ges, necessita de
controles muito bem estabelecidos por ser muito sensivel, o tempo entre a exposi¢do e
analise deve ser 0 mais curto possivel, ndo é um teste de mutagenicidade, pois o dano pode

ser reparado, por isto o tempo curto de detecgéo.
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Objetivos
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6. OBJETIVOS

6.1 GERAL

6.1.1 Avaliar a toxicologia clinica do fitoterapico Tamaril® administrado por vinte e oito

dias ininterruptos em voluntérios sadios.

6.2 ESPECIFICOS

6.2.1 Detectar possiveis alteracdes nos exames laboratoriais dos voluntarios a cada
semana de administragdo do fitoterapico Tamaril®

6.2.2 Avaliar a notificacdo de possiveis eventos adversos existentes durante a
administracdo do medicamento.

6.2.3 Avaliar se 0 medicamento tem potencial genotdxico em linfocitos humanos com a

administracdo do Tamaril®.
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Material e Métodos



7. MATERIAL E METODOS

7.1. REAGENTES

e Agarose LMP (Gibco®)

e Agarose NMP (Gibco®)

e N-Lauroylsarcosine (Sigma®)

e Brometo de Etideo (Sigma®)

e Ficoll (Sigma®)

e Trizma (Sigma®)

e Triton X-100

e DMSO - Dimetilsulfoxido

e Etanol 100%

e Sais: EDTA, NaOH, NaCl e Tris

e Kits de dosagem de Alanina aminotransferase
¢ Kits de dosagem de Aspartato aminotransferase
e Kits de dosagem de Gama GT

¢ Kits de dosagem de Fosfatase alcalina

¢ Kits de dosagem de Proteina total e albumina
o Kits de dosagem de Bilirrubina total e fragdes
e Kits de dosagem de Uréia

e Kits de dosagem de Creatinina

e Kits de dosagem de Glicose

¢ Kits de dosagem de Colesterol total

e Kits de dosagem de Triglicérides

e Kits de dosagem de Acido drico

e Kits Anti-HBc IgM

e Kits HBsAg

o KitsHIV-1eHIV-2

e Kits Anti-HCV
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7.2. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS UTILIZADOS

e Centrifuga (Eppendorf®)

e Cuba e fonte para eletroforese (BioRad®)

e Estufa (Fanem®)

e Microondas (Panasonic®)

e Banho-maria (Fanem®)

e Geladeira e freezer (Consul®)

e Microscopio de fluorescéncia (Olympus®)

e Garrote

e Seringas descartaveis de 10 mL e agulhas 25 x 7mm
e La&minas e laminula

e Vidrarias como becker, bastdo de vidro e pipetas

e Pipetas automaticas (Gilson®)

e Termdmetro thermo flat (Becton Dickinson Ind. Cirdrgicas Ltda - Brasil
e Esfignomandmetro Tycos 7050-14- USA

e Estetoscdpio Lytmman - USA

e Eletrocardiégrafo Dixtal - Brasil

e Balanca Balmak — Brasil

e Aparelho de automacédo — Quimica Seca - USA

e Tubos eppendorfs livre de DNAse e RNAse (Axygen®)

7.3. SOLUCOES

e PBS: NaCl (8,766g), Na;HPO, (2,76g) e NaH,PO, (0,274g)

e Agarose LMP (1,5%): 1,59 de agarose, 100mL PBS

e Agarose NMP (0,5%): 0,59 de agarose 100mL PBS

e Solucéo de lise: 5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1% N-Lauroyl sarcosine; a
pH 10,0; 1% Triton X 100; 10% DMSO

e Solucéo neutralizante: 0,4M Tris, pH 7.5

e Tampao de corrida: 1mM Na2 EDTA, 300mM NaOH; pH>13

e Solucdo de Brometo de etideo (20pg/mL)



7.4. TAMARIL®

TABELA 1 - Composicéo do fitoterapico Tamaril®.
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Forma Cépsulas
Composicdo em 1 capsula Cassia angustifolia (sene) 25,3mg
Cassia fistula 19,50mg
Tamarindus indica 19,50mg
Coriandrum sativum 9mg
Glycyrrhiza glabra 4mg

Composicao dos excipientes

Composicao do Invélucro

Corantes

Lote

Fabricante

Oleo Mineral leve, USP

Oleo Vegetal Parcialmente hidrogenado — soja
Lecitina de soja

Cera branca, USP

Oleo de soja, USP
Proprilparabeno, USP

Gelatina

Glicerina

Agua destilada

Metilparabeno

Propilparabeno

Corante Vermelho Ponceau N° 4R
Corante Azul Brilhante N° 01
Suspensdo Didxido de Titanio
1045

Marjan Industria e Comércio Ltda.
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7.5. DESENHO DO ESTUDO

Um estudo aberto, ndo randomizado com 24 voluntérios saudaveis de ambos os
sexos, com idade entre 18 a 50 anos. Os voluntarios selecionados apés avaliacdo clinica e
laboratorial (figura 4), receberam na Unidade de Farmacologia Clinica, duas capsulas do

fitoterapico uma vez ao dia, durante vinte e oito dias ininterruptos.

O estudo foi delineado de forma a permitir a obtencao dos parametros clinicos e
laboratoriais relevantes para a averiguacdo de Toxicologia clinica, fazendo uso de doses
especificas, de acordo com o uso popular, para avaliagdo de tolerancia, seguranca e
genotoxicidade.

7.6. SELECAO DOS VOLUNTARIOS

Os voluntarios foram selecionados obedecendo aos seguintes critérios de inclusao

e exclusao:
7.6.1 Critérios de Inclusao

v Homem e mulheres ndo gravidas e que nao estivessem amamentando.

v’ ldade entre 18 a 50 anos de idade.

v" Voluntéario ter seu indice de massa corp6rea maior ou igual a 19 e menor ou
igual a 30.

v" Boas condicBes de salde ou sem doencas significativas, a critério médico, de
acordo com as regras definidas no Protocolo, e avaliagdes a que foi submetido: historia
clinica, medidas de pressdo e pulso, exame fisico e psicoldgico, Eletrocardiograma (ECG), e
exames laboratoriais complementares.

v" Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive seus 0s riscos
e possiveis efeitos adversos apresentando intencdo de cooperar com o pesquisador e agir de
acordo com os requerimentos de todo o ensaio, 0 que vem a ser confirmado mediante a

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1).
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7.6.2 Critérios de Exclusdo

Problemas relacionados com a droga:

v" O voluntario ter sabidamente uma hipersensibilidade a droga estudada ou a
compostos quimicamente relacionados; historia de reacbfes adversas Sérias ou
hipersensibilidade a qualquer droga.

v" Historia ou presenca de doencas hepaticas ou gastrointestinais ou outra
condigéo que interfira com a absorcéo, distribuigéo , excre¢do ou metabolismo da droga.

v’ Uso de terapia de manutencdo com qualquer droga excetuando-se

anticoncepcionais por via oral.

Doencas ou problemas de saude:

v" Tem historia de doenca hepatica, renal, pulmonar, gastro-intestinal, epiléptica,
hematoldgica ou psiquiatrica; tem hipo ou hipertensdo de qualquer etiologia que necessite de
tratamento farmacoldgico; tem histdria ou teve infarto do miocéardio, angina e/ou
insuficiéncia cardiaca.

v" Achados eletrocardiograficos ndo recomendados a critério do investigador para
participacgao no estudo.

v~ Os resultados dos exames laboratoriais complementares estdo fora dos valores
considerados normais de acordo com as normas deste protocolo, a menos que sejam

considerados clinicamente irrelevantes pelo investigador.
Habitos e Dependéncias:
v" Voluntario fuma mais de 9 cigarros por dia.

v" O voluntario ingere mais do que 5 xicaras de café ou cha por dia.
v/ Tem historia de abuso de alcool ou drogas.
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Condicdes encontradas nos dias/meses que antecedem o estudo:

v" Fez uso regular de medicacdo dentro das 2 semanas que antecederam o inicio
do tratamento e a data de avaliacdo, ou fez uso de qualquer medicagdo dentro de um periodo
inferior a sete meia vidas desta, excetuando-se anticoncepcionais por via oral.

v" Foi internado por qualquer motivo nas 8 semanas antecedentes ao inicio do
tratamento deste estudo.

v" O voluntério participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu qualquer
droga experimental dentro dos trés meses que antecedem o inicio deste estudo.

v" O voluntario doou ou perdeu 450 ml ou mais de sangue dentre dos trés meses

gue antecederam ao estudo.

Outras condicdes:

v Teste positivo de gravidez para as voluntarias mulheres.
v~ O voluntario tem qualquer condicdo que o impede de participar do estudo pelo
julgamento do investigador.

7.7 ACOMPANHAMENTO DOS EVENTOS ADVERSOS

Os voluntérios foram orientados a relatar a ocorréncia de algum evento adverso, bem
como a utilizacdo de alguma medicacdo adicional, verbalmente e com auxilio de um
formulario de relato diario de ocorréncias. Neste formulario (ANEXO 1V) o voluntério
deveria especificar os eventos como: numero e formato das evacuacBes, presenca ou
auséncia de flatuléncia ou dor abdominal, além do tempo de duracdo dos eventos e se houve

necessidade de alguma medicacao adicional.
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Selecdo dos Voluntarios

I
I . T |
Exames Laboratoriais Histéria Clinica Exame Fisico

Hematol6gico Bioquimico Soroldgico

Hemograma Completo

Hepatite Be C HIVle?2
Funcéo Renal Funcdo Hepatica Funcéo Metabdlica Eletrolitos
| | | ]
Creatinina Uréia Glicose Ac. Urico
Triglicerideos Colesterol I I
Potassio Saodio
I I | I
TGP Albumina Bilirrubina
TGO Gama GT Proteina Fosfatase Alcalina

Total

I
Voluntério sadio

FIGURA 4 — Selecao dos voluntarios — Foram realizados historia clinica, exame fisico e exames
laboratoriais para selecdo de voluntarios sadios. Ao término de cada semana, os voluntarios

selecionados foram submetidos aos mesmos critérios de avaliacao realizados no pré-estudo.
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7.8. TOXICOGENETICA

7.8.1 Teste do cometa

A andlise do cometa alcalino (SINGH et al., 1988), avalia a extensao da quebra
ao DNA ap0s exposicao de linfocitos a drogas suspeitas de potencial genotdxico. O desenho
experimental do estudo do cometa é determinado pela proposta da analise levando em
consideracdo a investigacdo do dano ap0s a administracdo do Tamaril® em dezesseis

voluntarios por 28 dias ininterruptos.

7.8.2 Protocolo do Teste do cometa

7.8.2.1 Coleta do material

A coleta do sangue periférico foi realizada por profissionais capacitados, nas
dependéncias da UNIFAC, utilizando seringa esterilizada e descartavel com volume de 5mL.
O material assim obtido foi imediatamente transportado para o Laboratério de Oncologia
Experimental (I e 11) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceard — UFC.

7.8.2.2 Isolamento dos linfocitos

Os linfocitos foram isolados a partir de uma amostra de cerca de 3mL de sangue,
acrescida de 5mL de PBS. As etapas até o isolamento incluiram a adi¢do de 3mL de Ficoll,
seguida por 30 minutos de centrifugacéo a 244, e feita aspiracdo dos linfocitos, presentes na
regido intermediaria entre as hemacias e o soro (“nuvem de linfécitos”). A suspensdo de
linfocitos foi transferida para um outro tubo o qual foi acrescido com PBS até o volume de
11 mL, sendo centrifugado por 20 min a 108g . O sobrenadante foi descartado e o pellet de

linfdcitos foi ressuspendido em 2mL de PBS.
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7.8.2.3 Preparacao das amostras

Como controle positivo foi utilizada doxorrubicina 3pg/mL, incubada com
linfocitos por quarenta minutos. Como controle negativo foram utilizados linfécitos sem a
exposicdo de nenhuma droga.

Das amostras dos linfocitos dos voluntarios expostos ao Tamaril® e as dos
controles positivo e negativo, foi retirada uma aliquota de 10uL de linfocitos, a qual foi

adicionada a 110 pL de agarose 1,5%.

7.8.2.4 Preparacao das laminas

1°. Passo: As laminas foram previamente cobertas com 110uL de agarose (NMP)
a 60° C, sendo mantidas a temperatura ambiente por 24h até a solidificacdo da agarose.

2°. Passo:As amostras estudadas foram colocadas sobre a lamina, sendo, em
seguida, cobertas com laminulas para uniformizar a distribuicdo do material e mantidas a

4°C para solidificacdo da agarose.

7.8.2.5 Lise celular

Apos solidificacdo da agarose a laminula foi gentilmente removida e imersa na
solucdo de lise, protegida da luz, a baixa temperatura (4°C) por no minimo 1lh antes da

eletroforese.

7.8.2.6 Neutralizacéo e Eletroforese

As laminas foram removidas da solucéo de lise, e neutralizadas por 15min na
solucdo de neutralizacdo. Em seguida foram dispostas horizontalmente na cuba de
eletroforese e preenchida com tampdo de corrida por 40min para permitir o
desempacotamento do DNA. A eletroforese foi conduzida em baixa luminosidade por 20
min, usando 25V (volts) e a corrente de 300mA. Apds eletroforese as laminas, foram
retiradas e mergulhadas na solucdo de neutralizacdo durante 5mim, para neutralizar a

alcalinidade.
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7.8.2.7 Fixagao e Coloragao

As laminas foram fixadas em etanol 100%. Posteriormente, aplicou-se 30uL da
solucdo de Brometo de Etidio (20ug/mL) e foram cobertas com laminula, sendo analisadas

em microscopio de fluorescéncia.
7.8.2.8 Escore das Laminas

A analise foi realizada de acordo com o padrdo de escores previamente
determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (figura 5). Foram, contados 50
cometas/lamina e classificados, de acordo com a percentagem de DNA na cauda do cometa,
indicando o grau de quebra do DNA, nas seguintes categorias:

> 0 =sem danos (<5%)
> 1= baixo nivel de danos (5 — 20%) .Iise da Cauda
+

> 2 =médio nivel de danos (20 — 40%) .
> 3 =alto nivel de danos (40 — 95%)
> 4 =dano total (95%)

O indice de dano (ID) foi obtido em pela seguinte formula: ID = 400 -X. Scores

.

Singh (1988), Pool-Zobel (1994), Speit (1995).

FIGURA 5 - Tipos de cometas: Representacdo dos cometas corados com
brometo de etideo e visualizados mo microscopio de fluorescéncia, sendo indicado o escore
atribuido para cada cometa de acordo com o dano.
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7.9. TOXICOLOGIA CLINICA

7.9.1 Avaliacdo da Funcéo Hepatica
7.9.1.2 ASPARTATO-AMINOTRANSFERASE (AST/TGO)

Teste para determinacdo quantitativa in vitro da aspartato-aminotransferase
(AST) em soro e plasma humano. Niveis elevados de transaminases podem indicar enfarte

do miocardio, hepatopatias, distrofia muscular e lesdes dos 6rgdos (GREILING et al., 1995).
Principio do teste

A dosagem sérica de aspartato-aminotransferase € realizada através de teste UV
de acordo com método padronizado pela FICC-Federacdo Internacional de Quimica Clinica
(BERGMEYER et al., 1986).

Amostra e adicdo de Tris (hidroximetil)-aminometano (tampdo TRIS) 100
mmol/L, pH = 7,8, L-aspartato 300mmol/L, NADH 0,23 mmol/L (levedura), MDH > 0,53
U/mL (coracdo de porco), LDH > 0,75 U/mL (microorganismos), conservante.

Adicéo de a-Cetoglutarato 75 mmol/L, conservante.

o-Cetoglutarato + L-aspartato ——»  L-glutamato + oxalacetato
YAST

A enzima AST catalisa esta reacdo de equilibrio. O aumento do oxalacetato é
determinado numa reacéo indicadora catalisada pela malato-desidrogenase.

MDH

Oxaloacetato + NADH + He—— L-malato + NAD"

O NADH ¢ oxidado a NAD. A velocidade de diminuicdo do NADH (medido
fotometricamente) é diretamente proporcional a velocidade de formacgdo do oxalacetato e,
logo, a atividade da AST.



34

7.9.1.3 ALANINA-AMINOTRANSFERASE (ALT/TGP)

Teste para determinacdo quantitativa in vitro da alanina-aminotransferase (ALT)
em soro e plasma humano. Niveis elevados de transaminases podem indicar enfarte do

miocardio, hepatopatia, distrofia muscular e lesdes dos 6rgdos (GREILING et al., 1995).

Principio do teste

A dosagem sérica de aspartato-aminotransferase € realizada através de teste UV
de acordo com método padronizado pela FICC-Federacdo Internacional de Quimica Clinica
(BERGMEYER et al., 1986).

Amostra e adicdo de Tris (hidroximetil)-aminometano (tampdo TRIS) 125
mmol/L, pH = 7,3, L-alanina 625 mmol/L, NADH 0,23 mmol/L (levedura), LDH > 1,5

U/mL (microorganismos), conservante. Adicao de a-Cetoglutarato 94 mmol/L, conservante.

ALT
a-Cetoglutarato + L-alanina<—> L-glutamato + piruvato

A enzima ALT catalisa esta reacdo de equilibrio. O aumento do piruvato é
determinado numa reacéo indicadora catalisada pela lactato-desidrogenase.

LDH
Piruvato + NADH + H «—=  L-lactato + NAD"

O NADH ¢ oxidado a NAD. A velocidade de diminuicdo do NADH (medido
fotometricamente) é diretamente proporcional a velocidade de formacdo do piruvato e, logo,
a atividade da ALT.
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7.9.1.4 GAMA-GLUTAMILTRANSFERASE (GAMA-GT)

Teste in vitro para determinacdo quantitativa da gama-glutamiltransferase (Gama-
GT) em soro e plasma humano. A gama-glutamiltransferase € usada no diagnostico e
monitorizacao das doencas hepatobiliares (THOMAS, 1992; SHAW, 1982).

Principio do teste

A dosagem sérica de gama-glutamiltransferase é realizada por teste colorimétrico
enzimatico (SZASZ et al., 1974).

Amostra e adicdo de Tris (hidroximetil)-aminometano (tampdo TRIS) 123
mmol/L, pH=8,25, glicilglicina 123 mmol/L, conservante, aditivo.

Adicdo de tampao acetato 10 mmol/L, pH=4,5, L-y-glutamil-3-carboxi-4-

nitroanilida 25 mmol/L, estabilizante, conservante.

y-GT
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina — L-y-glutamil — glicilglicin +

5-amino-2-nitrobenzoato

A gama-glutamiltransferase transfere o grupo y-glutamilo da L-y-glutamil-3-
carboxi-4-nitroanilida para a glicilglicina. A quantidade libertada de 5-amino-2-
nitrobenzoato é proporcional a atividade de Gama-GT e pode ser determinada

fotometricamente.
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7.9.1.5 FOSFATASE ALCALINA

Teste para determinacdo quantitativa in vitro de fosfatase alcalina em soro e
plasma humano. Observa-se um aumento na atividade da fosfatase alcalina (ALP) em todas
as formas de colestase, sobretudo na ictericia obstrutiva. Apresenta também valores elevados
nas doencas do sistema esquelético, como a doenca de Paget, hiperparatiroidismo,
raquitismo e osteomalacia, bem como em casos de fraturas e tumores malignos (GREILING
etal., 1995).

Principio do teste

A dosagem sérica de fosfatase alcalina é realizada através de teste colorimétrico
de acordo com método padronizado pela FICC-Federacdo Internacional de Quimica Clinica
(TIETZ et al., 1983).

Amostra e adicdo de 2-amino-2metil-1-propanol 1,12 mol/L, pH = 10,44 (30°C),
acetato de magnésio 2,49 mmol/L, sulfato de zinco 0,50 mmol/L, acido N-(2-hidroxietil)-

etilenediamina triacético 2,49 mmol/L.

Adicéo de fosfato de p-nitrofenilo 99,5 mmol/L pH = 8,50 (25°C), conservantes.

ALP
Fosfato de p-nitrofenilo + H,O — > fosfato + p-nitrofenol

Na presenca de ions magnésio e zinco, o fosfato de p-nitrofenilo é hidrolisado por
fosfatases e forma fosfato e p-nitrofenol. O p-nitrofenol libertado é proporcional a atividade

da fosfatase alcalina e pode ser medido fotometricamente.

7.9.1.6 BILIRRUBINA TOTAL

Teste para determinacdo quantitativa in vitro da bilirrubina total em soro e plasma
de adultos e recém-nascidos. As determinacGes de bilirrubina sdo utilizadas no diagnostico
de doencas hepéticas, na deteccdo da anemia hemolitica e na avaliacdo do grau de gravidade
da ictericia.
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Principio do teste

A dosagem sérica de bilirrubina € realizada através de ensaio colorimétrico
(WAHLEFELD et al., 1972).

Amostra e adicdo de detergente/acido cloridrico 120 mmol/L.

Adicdo de sal de 2,5-diclorofenil diazénio 3,0 mmolL (reagente diazo).

Bilirrubina + ion diazénio —— azobilirrubina

A bilirrubina indireta é libertada pelo detergente. Numa solucdo acida forte
contendo sal de 2,5-diclorifenil diazdnio, a bilirrubina total acopla-se e forma azobilirrubina.

A intensidade da cor do corante azo vermelho formado é diretamente

proporcional a bilirrubina total e pode ser determinada fotometricamente

7.9.1.7 ALBUMINA

Teste para determinagdo quantitativa in vitro de albumina em soro e plasma
humano. A determinacdo de albumina permite a monitorizacdo da suplementacdo dietética
em um doente controlado e funciona também como teste excelente da funcdo hepatica
(GRANT et al., 1987; MARSHALL, 1989).

Principio do teste

A dosagem sérica de albumina é realizada através de ensaio colorimétrico de
ponto final (DOUMAS et al., 1971).

Amostra e adicdo de tampéo citrato 95 mmol/L, pH = 4,1 e conservante.

Adicdo de tampéo citrato 95 mmol/L, pH = 4,1, verde de bromocresol (BCG)
0,66 mmol/L e conservante — substrato.
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pH =41
Albumina+BCG —»  complexo albumina BCG

Com um valor de pH = 4,1, a albumina apresenta um carater suficientemente

cationico para se conseguir fixar um complexo azul-esverdeado.

A intensidade cromaética do corante azul-esverdeado € diretamente proporcional a

concentracdo de albumina, podendo ser determinada fotometricamente.
7.9.1.8 PROTEINAS TOTAIS

Teste enzimético para determinacdo de quantitativa in vitro de proteinas totais em
soro, plasma e urina humano. As determinacBes das proteinas totais sdo utilizadas no
diagnostico e tratamento de uma seérie de doencas que envolvem o figado, os rins ou a
medula Ossea, bem como outras perturbaces metabolicas ou nutricionais (BROBECK,
1973).

Principio do teste

A dosagem sérica das proteinas totais é realizada através de teste colorimétrico
(WEICHSELBAUM, 1946).

Amostra e adicdo de hidroxido de sédio 400mmol/L, tartarato de sodio/potassio

89 mmol/L (reagente para branco).

Adicéo de hidréxido de sodio 400 mmol/L, tartarto de sddio/potassio 89 mmol/L,
iodeto de potassio 61 mmol/L sulfato de cobre 24,3 mmol/L (reagente biureto).

Solucdo

Proteina + Cu®* W Complexo Cu-proteina

Em solucdo alcalina, o cobre bivalente reage com as ligacbes do peptideo

protéico e forma o complexo de biureto com o caracteristico tom parpura. O tartarato sodico-
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potassico impede a precipitacdo do hidroxido de sodio e o iodeto impede a auto-reducdo do

cobre.

A intensidade cromatica é diretamente proporcional & concentracdo de proteinas que

pode ser determinada fotometricamente.
7.9.2 Avaliagdo da Funcéo Renal
7.9.2.1 UREIA

Teste para a determinacdo quantitativa in vitro da uréia/azoto uréico em soro,
plasma e urina humanos. Este teste € freqientemente usado em conjungdo com a
determinacdo de creatinina para o diagnéstico diferencial de hiperuremia pré-renal
descompensacdo cardiaca, desidratacdo, aumento do catabolismo das proteinas, hiperuremia
renal glomerunefrite, nefrite cronica, rins policisticos, nefroesclerose, necrose tubular e

hiperuremia pos-renal (obstrucdo das vias urinarias).
Principio do teste
Teste cinético UV
Amostra e adi¢do do R1 (tampao/NADH)
Adicédo de R2 (tampéo/enzimas/substrato) e inicio da reacao;
A uréia é hidrolisada pela uréase e forma CO, e aménia.
Urease

Uréia + H,O - 3 2 NH4+ + H,0

A aménia formada reage entdo, com a-cetoglutarato e 0 NADH na presenca de
GLDH e produz glutamto e NAD".

a- cetoglutarato + NH," + NADH __GLPH || glutamato + NAD* + H,0
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A medicdo da absorvancia causada pelo consumo de NADH é medida

cineticamente.

7.9.2.2 CREATININA

Teste cinético in vitro, com utilizacdo de amostra cinético e compensacgédo para
determinacdo quantitativa in vitro da creatinina em soro, plasma e urina humano utilizando.
As determinacGes de creatinina sdo executadas para fazer o diagnostico e a monitorizagdo
das doencas renais agudas e crbnicas, bem como para monitorizacdo da hemodiélise
(GUDER et al., 1995; WHELTON et al., 1994; THOMAS, 1992).

Principio do teste

A dosagem sérica de creatinina é realizada através de ensaio colorimeétrico
cinético (FOSTER-SWANSON et al.,1994; SEELIG et al., 1969)

Amostra e adi¢do de hidréxido de sédio 0,20 mmol/L

Adicéo de acido picrico 25 mmol/L

.. , . .. Solucéo .. , . L.
Creatinina + acido picrico —————— complexo creatinina-acido picrico

alcalina

Em solucdo alcalina, a creatinina forma um complexo amarelo-laranja com
picrato. A intensidade da cor é diretamente proporcional a concentragdo de creatinina e pode

ser medida fotometricamente.

7.9.3 Avaliacdo da Funcéo Metabdlica

7.9.3.1 GLICOSE

Teste enzimatico para determinacdo quantitativa in vitro de glicose em soro e

plasma humano. As determinacdes de glicose sdo usadas para o diagnostico e monitorizagao
das doencas metabdlicas dos hidratos de carbono, incluindo diabetes mellitus, hipoglicemia
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neonatal, hipoglicemia idiopatica e tumores das celulas das ilhotas de Langerhans
(GREILING et al., 1995; THOMAS, 1992).

Principio do teste

A dosagem sérica de glicose € realizada atraves de teste colorimétrico enzimatico
(TRINDER, 1969).

Amostra e adicdo de tampdo fosfato 200 mmol/L, pH = 7,5, glicose oxidade
(GOD), > 11 U/mL peroxidase (POD) > 0,02 U/mL, 4-aminofenazona 0,77 mmol/L e fenol
11 mmol/L.

Glicose + O, + H,O ———» gluconolactona + H,0,

: POD . __
2 H,0, + 4-aminofenazona + fenol———»  4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona + 4

H.0

Na presenca de oxigénio atmosférico, a glicose é oxidada pela glicose-oxidase
(GOD) em gluconolactona. Na presenca de peroxidase (POD), o perdxido de hidrogénio

resultante oxida a 4-aminofenazona e fenol em 4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona.

A intensidade cromatica do corante vermelho é diretamente proporcional a

concentracdo de glicose e € determinada fotometricamente.

7.9.3.2 COLESTEROL TOTAL

Teste enzimatico in vitro para determinacdo quantitativa direta de colesterol em
soro e plasma humano. As determinacOes de colesterol sdo utilizadas para despistagem do
risco aterogénico e no diagndstico e tratamento de doencas que envolvem niveis elevados de
colesterol, bem como de perturbac6es do metabolismo lipidico e lipoprotéico (GREILING et
al., 1995).
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Principio do teste

A dosagem sérica de colesterol € realizada através de teste colorimétrico
enzimatico (National Institute of Health - NIH, 1992).

Amostra e adicdo de piperazina-1,4-bis(2-acido etanosulfonico) 75 mmol/L, pH =
6,8 (tampdo PIPES), Mg®* 10 mmol/L, colato sédico 0,2 mmolL, 4-aminofenazona > 0,15
mmol/L, fenol > 4,2 mmol/L, éter poliglicélico de alcool gordo 1%, colesterol-esterase
(Pseudomonas sp) > 0,5 U/mL, colesterol-oxidase (E. coli) > 0,15 U/mL, peroxidase

(rdbano) > 0,25 U/mL, estabilizantes, conservante.

Colesterol
Esteres de colesterol + O, » colesterol + RCOOH

esterase

O colesterol é determinado de modo enzimatico utilizando colesterol esterase e
colesterol oxidase.

Os ésteres de colesterol sdo clivados através da acdo da colesterol esterase e

produzem colesterol livre e &cidos graxos.

Colesterol A

Colesterol +O, * colestenona + H,0,

oxidase

Com a ajuda da colesterol-oxidase, o colesterol ¢ transformado em A-colestenona

e perdxido de hidrogénio pela acdo do oxigénio.

2 H,0O; + 4-aminofenazona + fenol  ____,  4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona
Peroxidase
O peroxido de hidrogénio produzido origina uma coloracdo vermelha através da
reacdo com a 4-aminofenazona e o fenol, sob a acéo catalitica da peroxidase. A intensidade
da cor é diretamente proporcional a concentracdo de colesterol, podendo ser determinada

fotometricamente.
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7.9.3.3 TRIGLICERIDEOS

Teste enzimatico para determinagdo quantitativa in vitro de triglicerideos em soro
e plasma humano.A determinacdo de triglicerideos é utilizada no diagndstico e tratamento de
doencas como diabetes mellitus, nefrose, obstrucdo hepatica, perturbagcdes do metabolismo

dos lipideos e varias outras doencas endocrinas (GREILING et al., 1995).
Principio do teste

A dosagem sérica de triglicerideos é realizada através de teste colorimétrico
enzimatico (SIEDEL et al., 1993).

Amostra e adicdo de piperazina-N,N’-bis (2-acido etanosulfénico) 50 mmol/L,
pH = 6,8 (tamp&o PIPES), Mg”* 40 mmol/L, colato sédico 0,20 mmol/L, ATP > 1,4 mmol/L,
4-aminofenazona > 0,13 mmol/L, 4-clorofenol 4,7 mmol/L, hexacianoferrato (I1) de potassio
1umol/L, éter poliglicolico de &lcool gordo 0,65%, lipase lipoprotéica - LPL (Pseudomonas
sp) > 5,0 U/mL, gliceroquinase - GK (Bacillus stearothermophilus) > 0,19 U/mL, glicerol

fosfato-oxidase - GPO (E.coli) > 2,5 U/mL, peorxidase (rabano) > 0,10 U/mL, conservante.

LPL
Triglicerideos + 3 H,O—  glicerol + 3 RCOOH

GK
Glicerol + ATP — glicerol-3-fosfato + ADP
Mg~

GPO
Glicerol-3-fosfato + O, ———» fosfato de dihidroxiacetona + H,0,

Peroxidase
H,0, + 4-aminofenazona + 4-clorofenol —_,  4-(p-benzoginona-monoimino)-

fenazona + 2 H,O + HCI
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Este ensaio baseia-se no trabalho de Wahlefeld & Bermeyer, 1974. Neste método,
utiliza-se uma lipase lipoprotéica de microorganismos para a hidrdlise rapida e completa de
triglicerideos em glicerol, com oxidacdo subsequente para fosfato de dihidroxiacetona e
peréxido de hidrogénio. O peréxido de hidrogénio gerado reage, entdo, com 4-
aminofenazona e 4-clorofenol sob a acdo catalitica da peroxidase e produz uma coloragdo
vermelha (reacdo de viragem segundo TRINDER, 1979).

Os voluntarios do sexo feminino, além dos exames relacionados, realizavam
exame para diagnéstico de gravidez (Beta HCG). Caso o resultado fosse positivo, a

voluntaria seria automaticamente excluida do estudo.

7.9.3.4 Acipo Urico

Teste enzimatico para determinacdo quantitativa in vitro de acido Urico em soro,
plasma e urina humano. As determinacfes de &cido Urico sdo usadas no diagndstico e
tratamento de diversas perturbacGes renais e metabolicas, incluindo insuficiéncia renal, gota,
leucemia, psoriase, subnutricdo ou outras doencas que provocam fraqueza geral, e de doentes
a receber farmacos citotoxicos (GREILING et al., 1995; KELLER, 1991).

Principio do teste

A dosagem sérica de acido urico € realizada atraves de teste colorimeétrico
enzimatico (TOWN et al, 1985).

Amostra e adicdo de tampao fosfato 0,05mol/L, pH 7,8 uricase 1U/mL e N-etil-
N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina 7mmol/L (TOQS).

Adicdo de tampdo fosfato 0,1 mol/L, peroxidase 1U/mL e 4-aminofenazona
3mmol/L.

Acido Urico + 2 H,0 + H* Uricase > Alantoina + CO, + H,0,
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A uricase desdobra o acido Urico em alantoina e perdéxido de hidrogénio.
2 H,0, + H" +TOOS + 4-aminofenazona Perox'dasle corante diimino-quinona + 4 H,0O

Nesta reacdo, o peroxido de hidrogénio reage na presenca de peroxidase, TOOS e
4- aminofenazona e forma um corante imino-quinona. A intensidade da cor vermelha

formada é proporcional a concentracdo de &cido Urico e é determinada fotometricamente.

Todos os testes bioquimicos foram realizados no laboratério Louis Paster,

utilizando analisadores automaticos de quimica clinica.
7.9.4 Avaliacéo dos Eletrolitos

O método utilizado para determinar as concentracfes de sddio e potéssio foi o de
potenciometria, que € feito pela utilizacdo de ions-seletivos. Para o Na* foi utilizado um
eletrodo feito de um vidro especial utilizado para Na* e para o potassio foi utilizado um
eletrodo de membrana liquida de troca idnica, incorporando o antibi6tico valinomicina como

ligador de K*, é 0 mais seletivo para o K",
7.9.5 Avaliacédo do Parasitologico de fezes

O parasitologico de fezes foi analisado pelo método de Hoffman com amostras
examinadas microscopicamente por procedimentos de concentracdo podendo ser realizado
em amostras frescas ou conservadas, que sdo mais sensiveis do que 0S exames por amostras
Umidas para a deteccdo de cistos protozoarios e larvas de helmintos por aumentarem a
quantidade de material de fundo na preparagdo e, na maior parte das circunstancias,
realmente concentrarem 0s microorganismos. Esse método € baseado no principio de
sedimentacdo, onde os parasitas mais pesados assentam-se no fundo devido a gravidade ou
centrifugacdo (YOUNG, 1979; TRUANT, 1981).
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7.9.6 Avaliacdo do Sumario de Urina

O sumério de urina foi realizado utilizando-se tiras reagentes para uroanalise. As
tiras reagentes BAYER para a analise de urina sdo tiras plasticas as quais estdo fixas
separadamente varias areas reagentes. De acordo com o produto que se utiliza,
poroporcionam prova para glicose, bilirrubina, corpos cetdnicos (&cido acetoaceético),
densidade, sangue, pH, proteina, urubilinogénio, nitrito e leucécitos na urina. As tiras podem

ser lidas visualmente, sem necessidade de equipamento adicional de laboratorio.

7.9.7 Andlise soroldgica

7.9.7.1 ANTI-HBC IGM

Imunoensaio para a determinacéo qualitativa in vitro dos anticorpos IgM contra o
antigeno central (core) do virus da hepatite B em soro e plasma humanos. O imunoensaio de
eletroquimioluminescéncia (Electrochemiluminescence imunoassay ou “ECLIA”) foi
concebido por ser utilizado nos analisadores de imunoensaios Elcsys 2010 e MODULAR
ANALYTICS E170 (Mddulo Elecsys) da Roche.

Em casos de hepatite B aguda ou durante crises de hepatite B cronica, podem ser
observadas elevadas concentracdes de anti-HBc IgM. Para detectar infeccGes virais agudas
de hepatite B utilizam-se testes de deteccdo de anticorpos anti-HBc IgM, juntamente com

determinac6es de HbsAgQ.

Principio do teste

Principio do teste por captura-p: duracdo total do ensaio: 18 minutos.

1% incubacdo: pré-tratamento de 10uL de amostra (pré-diluidos automaticamente

a 1:400 com Elcsys Diluente Universal) com reagente anti- Fdy para bloguear 1gG

especificas.
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2% incubacdo: adicionou-se a amostra pré-tratada anticorpos monoclonais anti-
IgM humana biotinilados, HBcAg marcado com o complexo de ruténio (GUDAT, et al.
1975) e microparticulas revestidas de estreptavidina. Os anticorpos anti-HBc IgM presentes
na amostra reagem com o antigeno HBc marcado com ruténio e com anticorpos anti-lgM
humana biotinilados, formando um complexo sanduiche que se fixa a fase sélida pela

interacdo da biotina com a estreptavidina.

A mistura da reacdo € aspirada para a célula de leitura onde as microparticulas
sdo fixadas magneticamente pela superficie do eletrodo. Os elementos ndo fixados sdo entdo
removidos com ProCell. A aplicacdo de uma corrente elétrica ao eletrodo induz uma emissao

qguimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador

Os resultados sdo determinados automaticamente pelo software Elecsys
comparando o sinal de eletroquimioluescéncia obtido do produto de reacdo da amostra com

o sinal do valor de cutoff anteriormente obtido pela calibrac¢do do ensaio anti-HBc IgM.

7.9.7.2 HBsAG

Imunoensaio para a determinacdo qualitativa in vitro do antigeno de superficie da
hepatite B (HBsSAg) em soro e plasma humanos. O imunoensaio de
eletroquimioluminescéncia (Electrochemiluminescence imunoassay ou “ECLIA”) foi
concebido por ser utilizado nos analisadores de imunoensaios Elcsys 2010 e MODULAR
ANALYTICS E170 (Mddulo Elecsys) da Roche.

O antigeno de superficie da hepatite B, um polipeptideo de tamanho variavel, é
um dos componentes do involucro externo da particula do virus da hepatite B (HBV)
(GERLICH et al., 1993).0 sangue das pessoas infectadas pelo HBV contém além de
particulas de HBV infeccioso intactas, particulas de involucro “vazias” ndo infecciosas,
menores gque se formam em excesso e também contém o antigeno de superficie da hepatite
B. A deteccdo do HBsAg no soro ou plasma humano é indicador de infeccdo pelo virus da
hepatite B. O HBsAg é o primeiro marcador imunolégico, encontrando-se geralmente ja
presente alguns dias ou semanas antes de 0s primeiros sintomas clinicos comecarem a

manifestar-se, sendo observado em pessoas com hepatite B aguda e cronica.
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Principio do teste

Técnica de sanduiche. Duracdo total do ensaio: 18 minutos.

12 Incubacdo: 50uL de amostra, um anticorpo monoclonal biotinilado especifico
de HBsAg e um anticorpo monoclonal especifico de HBsAg marcado com complexo de

ruténio reagem entre si e formam um complexo sanduiche.

2% Incubacdo: apbés a incorporacdo das microparticulas revestidas de
estreptavidina, o complexo formado fixa-se a fase solida pela interacdo da biotina e da

estreptavidina.

A mistura da reacdo € aspirada para a célula de leitura onde as microparticulas
sdo fixadas magneticamente pela superficie do eletrodo. Os elementos ndo fixados séo entédo
removidos com ProCell. A aplicacdo de uma corrente elétrica ao eletrodo induz uma emissao

quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador.

Os resultados sdo determinados automaticamente pelo software Elecsys
comparando o sinal de eletroquimioluescéncia obtido do produto de reacdo da amostra com

o sinal do valor de cutoff anteriormente obtido pela calibra¢do do ensaio anti-HBc IgM.

7.9.7.3 HIV-1E HIV-2

Teste qualitativo de despiste da infeccdo por HIV automatizado no sistema
VIDAS, que permite a deteccdo combinada do antigeno p24 e das imunoglobulinas G anti
HIV-1 e anti HIV-2 no soro ou plasma humano pela técnica ELFA (Enzyme Linked

Fluorescent Assay).

A deteccdo combinada do antigeno p24 e das imunoglobulinas G anti HIV-1 e
anti HIV-2 no soro ou plasma humano é um indicador de infeccdo pelo virus HIV. O
resultado deste teste deve ser interpretado tendo em vista o contexto clinico e,
eventualmente, os resultados deoutros testes tais como ELISA, Western-blot, carga viral, etc
(WEBER et al., 2002; LY et al., 2000; LY et al., 2001; SIMONETTI et al., 2001).
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Principio do teste

Reacéo 1 - deteccdo das imunoglobulinas G anti-VIH-1 (incluindo as do grupo O)
e anti-VIH-2.

Reacéo 2 — deteccdo do antigeno p24.
7.9.7.4 ANTI-HCV

O diagndstico do virus da hepatite C (HCV) é dependente da deteccdo direta do
RNA viral por PCR ou pela detec¢do de anticorpos contra anti-HCV. Imunoenzimaensaio

para a deteccdo de anticorpos contra 0 HCV em soro ou plasma humanos.
Principio do teste

No murex anti-HCV (versdo 4.0) a amostra diluida € incubada em
microcavidades revestidas com antigenos altamente purificados que contém seqtiéncias das
regies do core, NS3, NS4 e NS5 do HCV.

A reacdo enzimatica € interrompida com &cido sulfurico, resultando em coloragéo
alaranjada que € lida fotometricamente. A quantidade de conjugado ligado e
consequientemente, a coloracdo nas cavidades estdo diretamente relacionada a concentragédo

de anticorpos na amostra.
7.10 Analise Estatistica

Os dados dos exames laboratoriais foram analisados comparando-se os valores do

pré-estudo com os valores de cada semana de tratamento através do teste t de Student.

Para a analise de genotoxicidade, foram analisadas 50 cometas em cada lamina.
As diferencas significantes entre cada voluntario tratado e a correspondéncia entre 0s grupos

controle negativo e controle positivo foram analisadas pelo teste do qui-quadrado (3?).



p<0,05.
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O valor de p considerado estatisticamente significante para ambos os testes foi
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Resultados



8. RESULTADOS

8.1 POPULACAO ESTUDADA

52

O desenho consistiu de um estudo aberto, ndo randomizado, com 25 voluntarios

sadios, adultos, de ambos os sexos, (13 homens e 12 mulheres), um voluntario abandou o

estudo por ndo se adequar ao protocolo (faltou a uma administracao).

A idade média dos voluntarios foi de 30,1+ 6,9 anos (FIGURA 6) e o indice de
massa corpérea dos voluntarios foi de 24,21+3,00 Kg/ cm? no pré-estudo e 24,26+3,05 Kg/

cm? no pés-estudo (FIGURA 7).
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N = 24,00

FIGURA 6 - Freguéncia de idade dos 24 voluntarios selecionados para participar do ensaio

clinico do Tamaril®.
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FIGURA 7 - indice de Massa Corpérea dos 24 voluntarios que participaram do estudo de

toxicologia clinica do Tamaril®, antes e apds o término do estudo.

8.1 EXAMES LABORATORIAIS

As funcdes hematoldgica (FIGURAS 8, 9,10 e 11), hepatica (12, 13, 14,15,16,17
e 18), renal (19 e 20) e metabdlica (21,22,23 e 24), bem como os eletrolitos sodio e potassio
(25 e 26) foram analisados semanalmente através dos exames laboratoriais, 0s quais ndo
evidenciaram nenhum sinal de toxicidade, estando todos os resultados dentro da faixa de

normalidade, com exce¢do do aumento da TGP de um voluntario (FIGURA 27).
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FIGURA 8 — Niveis Séricos de Hemoglobina avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios apds uma administragdo diaria de 2 cépsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos
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FIGURA 9 — Niveis séricos de Hematocrito avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios apds uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 10 — Niveis séricos de Leucocitos avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios apos uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 11 — Niveis séricos de Plaquetas avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios ap6s uma administragdo diaria de 2 cépsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 12 - Niveis séricos de TGO avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios ap6s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 13 — Niveis séricos de TGP avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios apds uma administragdo diaria de 2 cépsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 14 — Niveis séricos de Gama-GT avaliados semanalmente (media + DP) em 24
voluntarios apos uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 15 - Niveis séricos de Fosfatase Alcalina avaliados semanalmente (média + DP)
em 24 voluntérios ap6s uma administracao diéria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.



58

Bilirrubina Total
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FIGURA 16 — Niveis séricos de Bilirrubina Total avaliados semanalmente (média + DP) em
24 voluntérios ap6s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 17 — Niveis séricos de Proteinas Totais avaliados semanalmente (média + DP) em
24 voluntarios apés uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 18 — Niveis séricos de Albumina avaliada semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios apo6s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 19 — Niveis séricos de Uréia avaliada semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios ap0s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 20 — Niveis séricos de Creatinina avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios ap6s uma administracdo diaria de 2 cépsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 21 — Niveis séricos de glicemia avaliados Semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios apo6s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 22 — Niveis séricos de Colesterol avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios ap6s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.



62

Triglicerideos
200+

| |
so 1

0

C—JHomens
CMulheres

g/dL
|_\

3
—
—

—
—

Pré-estudo 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias Po6s-estudo

FIGURA 23 — Niveis séricos de Triglicerideos avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios ap06s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 24 — Niveis séricos de Acido Urico avaliado semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios apo6s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 25 — Niveis séricos de Sodio avaliados semanalmente (média + DP) em 24
voluntarios apds uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 26 — Niveis séricos de Potassio avaliados semanalmente (media + DP) em 24
voluntarios ap6s uma administracdo diaria de 2 capsulas de Tamaril® durante 28 dias

consecutivos.
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FIGURA 27 — Alanina-aminotransferase (ALT/TGP), alterada em (1) voluntario do sexo

masculino na apo6s a primeira semana da administracdo do fitoterapico Tamaril®, com

subsequente diminuicdo até normalizacéo.
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8.3. EVENTOS ADVERSOS

Alguns eventos gastrointestinais foram observados em 21 voluntarios (FIGURA
9). Outros eventos como cefaléia n=2, hiperemia nasal n=1, artralgia n=1, gripe n=1 e

lombalgia n=1 ndo foram correlacionados aos efeitos farmacoldgicos do Tamaril® .
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FIGURA 28 - Porcentagem de eventos adversos relacionados a administracdo do
medicamento, observados durante os 28 dias do uso do fitoterapico Tamaril® 2 capsulas

uma vez ao dia v.o (n=24).



66

8.4 GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade foi avaliada pelo teste do cometa em dezesseis voluntarios,
demonstrando diferenca significativa entre os voluntarios tratados com o fitoterapico, e os
controles, 0o que nos mostra que o fitoterdpico ndo foi genotdxico nos linfocitos dos
voluntérios (FIGURA 10).
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FIGURA 29 - Escores dos cometas de dezesseis voluntarios tratados por 28 dias

ininterruptos com Tamaril® capsulas. p< 0,05
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9. DISCUSSAO

Aproximadamente 20% de todas as bases medicamentosas foram primariamente
obtidas a partir de produtos naturais. Dessas, em torno de 120 drogas atualmente usadas na
pratica clinica sdo originadas de plantas, representadas por esterdides, anticoagulantes,
glicosidios cardioativos (digitalicos), anticolinérgicos (alcaloides da Atropa beladona)
analgésicos e antitussigenos (alcaldides do 6pio), antihipertensivos (reserpina), colinérgicos
(pilorcapina), anestésicos (cocaina), relaxantes musculares (d-tubocurarina) e agentes anti-
cancer (Vimblastina e Paclitaxel) (PETER,. et al., 1997; PEZZUTO, 1997). Tais drogas
representam 25% da prescri¢do de farmacos no mercado americano e, em 1990, significaram

US$ 16 bilhdes do faturamento bruto das indUstrias farmacéuticas.

O uso de extrato de plantas medicinais no tratamento de doenca humana é uma
comum pratica, a qual tem aumentado recentemente ao longo dos anos, em decorréncia dos
fatores econémicos e sociais. Dados da Organizacdo Mundial de Satide (OMS) mostram que
cerca de 80% da populacdo mundial ja utilizou ervas na busca do alivio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradavel (WHQO,1991). Desse modo os trabalhos de pesquisa
com plantas medicinais, via de regra, originam fitoterapicos em menor tempo, com custos
muitas vezes inferior aos medicamentos, conseqlientemente mais acessiveis a populagéo, que
em geral, encontra-se sem quaisquer condicdes financeiras de arcar com 0s custos elevados
da aquisicdo de medicamentos que possam ser utilizados como parte do atendimento das

necessidades primarias.

Entretanto, ha pouca informacdo sobre os riscos destes produtos a saide. N&o se
pode esquecer que fatores naturais ou artificiais podem estar envolvidos no desenvolvimento
de mutacdes e carcinogénese (GARFIELD, 1982). Com base nesses provaveis danos a saude
humana, é que a Anvisa vem desenvolvendo um trabalho de fiscalizacdo na produgéo e

registro de fitoterapicos.

Um desses fitoterapicos utilizados pela populagdo é o Tamaril® encontrado na

forma de geléia e cépsula. Este é composto de cinco plantas Cassia fistula (extrato mole),
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Cassia angustifolia (Sene), Coriandrum sativum L., Glycyrrhiza glabra L. (Alcaguz) e
Tamarindus indicus L. (extrato mole); todas com conhecida acdo laxativa.. Seus
componentes sao dosados de forma equilibrada para a acdo laxativa, de forma que produzam

os efeitos desejados dos laxantes com menos efeitos colaterais.

Com o intuito de comprovar a toxicologia clinica e o potencial genotoxico deste
fitoterapico, foram selecionados 25 voluntérios sadios para participarem do estudo com a
administracéo de duas cépsulas por dia de Tamaril® por 28 dias ininterruptos. Um voluntério
abandonou o estudo por ndo adesdo ao tratamento, ndo sendo incluido no estudo nem nas
analises estatisticas. Todos os voluntarios toleraram bem a medicacdo sem apresentar sinais
de toxicidade. Um estudo de toxicologia clinica em voluntarios sadios, com um
medicamento fitoterapico similar ao Tamaril®, ndo demonstrou resultados com evidéncias de
toxicidade nos 6rgaos e sistemas avaliados (SOARES et al, 2003), corroborando assim com
nossos resultados. Em contraste, um estudo com 14 pessoas idosas portadores de antiga
constipacdo sem causa organica para verificar a tolerancia ao longo de 6 meses de uso de um
laxate, posologia diéria correspondente a 20mg de senosideos, observou-se a medida do
clearence da alfa 1-antitripscina e do “pool” de potassio variou no principio do estudo, no
final do terceiro e do sexto més. Este achado deve estar relacionado a idade dos voluntérios
envolvidos no estudo. A média de idade dos nossos voluntarios foi de 30,1+ 6,9 sendo

considerados jovens adultos.

Somente um voluntario teve aumento de TGP durante a administracdo do
Tamaril®. Essa alteragdo provavelmente néo foi devido & droga, porque a TGP teve aumento
na primeira semana, seguido de uma diminuicdo nas semanas subsequentes e no pds-estudo

0s niveis de transaminases ja encontravam-se normalizados.

A senna em doses terapéuticas pode causar dor abdominal. Alguns estudos
(SIERGERS, 1993) mostraram que o uso prolongado causa inicialmente diarréia com
deplecdo de potéassio e reducdo de globulinas séricas. Também utilizada por longo periodo,
pode resultar em nefrite, colite reativa ou constipacdo paradoxal. Nenhuma evidéncia de
diminuicdo de potassio ou fracGes protéicas ou proteinas totais foi observada em nosso

estudo, provavelmente porque o fitoterapico ndo foi usado por um periodo longo de tempo.
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Em nosso estudo, os efeitos adversos mais proeminentes foram fezes pastosas,
dor abdominal e flatuléncia. Como o Tamaril® apresenta o sene como seu composto
majoritario, esses efeitos podem ser previsiveis visto que o sene tem como elementos ativos
0 &cido catartico, a aleomondina e os senosideos A e B, que atuam no intestino grosso
umidificando as fezes e promovendo um efeito laxativo, aumentando os movimentos
peristalticos, com uma laténcia de 5 a 7 horas. (PDR for Herbal Medicines, 2000). O
tamarindo (Tamarindus indica) também apresenta principios ativos de natureza acida (acido
tartarico, acido malico, &cido oxalico) que atuam também como laxativos. Apesar do 6leo
essencial de coriandrum (Coriandrum sativum) estimular a secre¢do de suco gastrico e a
Glycyrrizia glabra possuir um flavonodide que confere uma acdo antiespasmddica e
antiflatulenta, esses efeitos ndo deixaram de existir durante o estudo, provavelmente por
apresentarem baixa concentragdo no fitoterapico Tamaril®. Essas plantas sdo usadas quando
combinadas com Senna, contribuindo para a atenuacdo dos efeitos espasmoédicos e
flatulentos da Senna (SOARES et al., 2003).

Um outro aspecto avaliado foi o potencial genotéxico do Tamaril®. Quando o
material genético de uma célula é lesado, esta pode reparar este dano, sofrer apoptose (morte
celular programada) ou ndo reparar este dano sendo chamada de célula transformada. A
exposicdo a agentes fisicos, quimicos, e bioldgicos podem resultar em alteragdes no DNA
que podem desencadear doengas como o cancer. Foi avaliada a genotoxicidade de apenas
dezesseis voluntarios porque as amostras dos demais voluntarios ndo estavam muitos claras,

entdo foram retiradas para que ndo houvesse nenhum viés de avaliacao.

A genotoxicidade de laxativos contendo antraquinonas é de interesse particular
porque a possibilidade de induzir cancer de cdlon pelo uso desses compostos € alta no Reino
Unido, mais de 20% dos idosos reportaram gque tomam laxativos uma vez por semana ou
mais, e aproximadamente 80% dos pacientes fazem uso abusivo de drogas laxativas

contendo antraquinonas (MAY, 1982).

Heidemann et al. (1993) fizeram um extenso estudo de genotoxicidade da Senna
e mostrou que 0s senosideos ndo eram genotdxicos e ndo eram mutagénicos tanto em testes
in vivo como em testes in vitro. Ja Mukhopadhyay (1998) demonstrou que a senna tem uma
leve toxicidade.
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Em 2000, Hallmann classificou os extratos de Senna (e outras plantas) em dois
grupos, onde os extratos purificados de Senna sdo mutagénicos somente em salmonella mas
ndo em mamiferos, e outros extratos que contém um potencial mutagénico que pode ser

eliminado em preparacgdes destinadas ao consumo humano.

Esse conflito de informacgdes provavelmente se deve ao tempo de administracao
do medicamento e a estudos feitos com extrato, portanto genotéxico (MORI et al 1990) e
estudos com sene purificada, ndo genotoxica (HALLMANN, 2000). Nossos resultados
demonstraram que houve diferenca entre o grupo tratado com Tamaril® e o grupo controle
negativo, mas também houve diferenca entre o grupo tratado e o controle positivo. Vale
ressaltar que a maioria dos danos observados nos linfécitos periféricos do grupo tratado com
Tamaril® foi de escore 1 que corresponde de 5% a 20% de dano ao DNA, o que
provavelmente pode ser reparado, mas para afirmarmos teriamos que aplicar outros testes. Ja
no controle positivo, a maioria dos danos apresentou escores maiores que 2, 0 que

certamente ndo pode ser reparado.

Nossos resultados demonstraram que o fitoterapico Tamaril® apresentou-se
seguro para uso humano na dose utilizada, tanto do ponto de vista clinico quanto do ponto de
vista genotdxico, revelando a importancia dos estudos de toxicologia clinica na garantia da
seguranca e a eficacia dos fitoterapicos especialmente nos paises em desenvolvimento, onde

esses medicamentos sdo amplamente utilizados.



TABELA 14 — Avaliagéo pre-clinica de senosideos puros e extratos de Senna

Substancia Testes in vitro, Cultura de células  Cultura de células Animal Homem
bactéria animais humanas
Senna Genotoxico® Promocao tumoral®  Desconhecido Carcinogénico” Suspeito®’
Mutagénico? genotoxico® de Proliferagéo
Promog&o®®

Senna e glicosideos Desconhecido Desconhecido Desconhecido N&o genotdxico Desconhecido
de céscara carcinogénico
Senosideos Puros e  N&o genotdxico'** e Nao genotoxico™*! e N&o genotéxicoe  N&o aumentou a Desconhecido
Rhein ndo mutagénico™ ndo mutagénico™  ndo mutagénico  freqiiéncia de mutacdo

em medula 6ssea’?

1..Leng-Palschow & Mengs (1995) 2.Sandnes et al (1987) 3. Wolfle et al (1990) 4. Miiller et al (1996) 5. Mori et al (1990)
6. Siergers et al (1993) 7. Bronder et al (1999) 8. Van Gorkom et al (1998) 9. Kleibeuker et al (1995) 10.Mereto et al (1996) 11.Heidemann
et al (1993) 12. Mukhopadhyay et al (1998
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10. CONCLUSOES

O ensaio clinico em estudo mostrou que o fitoterapico utilizado foi seguro para uso
em voluntarios sadios na posologia utilizada de 2 capsulas por dia no periodo de 28 dias

consecutivos.

Os eventos adversos existentes mostraram-se de acordo aos efeitos farmacoldgicos
esperados conforme as indicacGes populares da utilizacdo das plantas que compunham o

medicamento.

Os resultados do teste do cometa mostraram que o Tamaril® néo foi genotéxico na

posologia estuda em voluntarios sadios.
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ANEXO 1 protocolo Clinico

DESENHO DO ESTUDO

O desenho consistira de um estudo aberto, ndo randomizado com 24 voluntarios
saudaveis de ambos os sexos, com idade entre 18 a 50 anos. Os voluntarios selecionados
receberdo ambulatorialmente, na Unidade de Farmacologia Clinica, duas capsulas de
Tamaril uma ver ao dia, durante 28 dias ininterruptamente.

Meta Priméaria do Estudo

O estudo é delineado de forma a permitir que se obtenham os parametros clinicos

e laboratoriais relevantes para a averiguagdo de Toxicologia clinica.

Descricdo do Tipo/Desenho do Estudo a Ser Conduzido e Diagrama Esquematico do

Desenho, Procedimentos e Etapas

Tipo: Estudo aberto, ndo randomizado, onde os voluntarios, recebem o

medicamento uma vez ao dia.

Medicamento teste: Tamaril capsulas

Posologia: Os voluntarios selecionados receberdo ambulatorialmente, na Unidade
de Farmacologia Clinica, duas capsulas de Tamaril , durante 28 dias ininterruptamente, com
um copo de agua mineral (240 mL).

Administracao

A administracdo das capsulas de Tamaril sera realizada por um dos responsaveis

pelo estudo. Os voluntérios receberdo 02 capsulas,uma vez ao dia, durante 28 dias.
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Serdo verificados os sinais vitais (pressdo arterial e pulso) uma vez ao dia. A
partir do primeiro dia de administracdo até o pos-estudo, sera fornecido semanalmente um
diario onde o voluntario devera registrar a cada dia suas evacuagfes diarias bem como a

cosisténcia das fezes e que devera ser entregue em cada avaliacdo clinica.

Durante todo o periodo de administracdo do medicamento, os voluntarios terdo
assisténcia e cuidados médicos especializados. Em caso de aparecimento de qualquer efeito
colateral, serdo avaliados e medicados por um dos responsaveis pelo ensaio clinico. Os
voluntarios permanecerdo em suas atividades rotineiras, assim como em suas dietas gerais

normais.

Duracao esperada da participacao dos Voluntéarios e Descri¢do da Sequiéncia e Duracao

das Etapas, Incluindo Follow-Up

Os voluntarios participardo inicialmente de um processo de selecdo, apds um
esclarecimento inicial sobre as condi¢des nas quais sdo desenvolvidas as pesquisas clinicas.
Nesta etapa sera realizada uma consulta médica, incluindo anamnese, exame fisico,
eletrocardiograma (ECG) e seré solicitado exames laboratoriais complementares.

O histérico médico de cada voluntario sera obtido antes do inicio da fase de
tratamento, ocasido em que os voluntérios ja serdo também informados sobre as restricdes de
uso de medicamentos e demais quesitos (diretrizes e restrigdes) constantes neste Protocolo.

Uma vez avaliada a higidez e antes da admissdo no estudo, os voluntarios seréo
submetidos a uma entrevista livre para a avaliacdo da saude mental, bem como condicGes
emocionais para participar da investigagdo, ocasido em que serdo prestadas as informagoes
adicionais relativas ao estudo em questdo. Apds isso, 0s voluntarios terdo esclarecidas todas
as duvidas restantes, e caso concordem, assinardo o termo de Consentimento Livre e

Esclarecido para participacao no estudo.
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Exames Clinicos e Laboratoriais para Avaliacdo da Toxicidade

Exames fisicos, eletrocardiograficos, e exames laboratoriais complementares
(Tabela 2) serdo repetidos semanalmente e apdés 07 dias da ultima administracdo do
medicamento. Em horario previamente combinado os voluntarios deverdo comparecer para o
Exame Clinico pos estudo, ocasido em que serdo, via de regra, dispensados. No entanto, o
acompanhamento de um ou mais voluntarios podera ser prolongado, implicando ou ndo a
realizacdo de consultas ou exames laboratoriais adicionais, em funcdo de possiveis eventos

adversos detectados ou a critério médico.

Descricdo das '""Regras de Parada™ ou "Critérios de Descontinuagdo™ para o0s

voluntarios individualmente, parte do estudo e todo estudo

Os voluntarios poderdo ter sua participacdo no estudo encerrada antecipadamente
em funcédo dos "Critérios de Retirada".

Além disto, com o objetivo de garantir o bem estar dos voluntérios, o Estudo
poderd ser interrompido como um todo caso, a juizo do Investigador Principal ou do
Patrocinador, seja estabelecido que os riscos a que os voluntarios estdo sendo submetidos
sejam superiores aos antecipadamente previstos.

Em caso de desligamento individual de um voluntario, 0 mesmo podera ser
substituido por um voluntario adicional a fim de manter o estudo com o tamanho da amostra

adequado.

Procedimentos para contabilizacédo do(s) produto(s) relacionados ao tratamento

O patrocinador enviara quantidades extra da formulacéo para fins de retencédo de
amostras e para a administracdo da mesma a voluntarios adicionais que por ventura sejam
necessarios a fim de que o estudo possa permanecer balanceado em caso de desligamento de
um voluntério.

Ao final do estudo, o Investigador Principal ou o Coordenador clinico mantera
em local proprio, amostras de retencdo da formulacdo, quantidade suficiente para a
repeticdo do estudo, até o final do prazo de validade especificado na embalagem de cada

produto. A medicacdo remanescente ficard armazenada em suas embalagens originais,
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incluindo as parcialmente utilizadas e as ndo utilizadas, o qual podera conserva-las como
amostras de retencdo extra. Cabe ao Investigador principal ou ao responsavel designado pelo
Investigador manter um inventario com o registro das drogas recebidas, administradas,

devolvidas, enviadas ao Patrocinador ou retidas.

Identificagdo dos dados a serem registrados diretamente no formulario de relato de
caso (CRF)

Os seguintes dados serdo registrados diretamente no CRF:
Exame fisico, incluindo a historia médica.
- Dados antropométricos
- Sinais Vitais
- Uso de medicamentos pré ou concomitantemente ao tratamento
- Administracdo do produtos sob investigacao e respectivos horarios
- Registro de Eventos Adversos

- Registro do uso de medicagéo adicional

Nos CRF cada voluntario sera identificado pelas iniciais do primeiro nome e

sobrenomes. Esta identificacdo sera relatada em cada pagina do CRF.

Local da Administracdo do Medicamento aos Voluntarios

A Unidade de Farmacologia Clinica da Universidade Federal do Ceard,
credenciada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, dispde de uma estrutura
assistencial propria que consiste de salas para consultorio, enfermarias, posto de enfermagem
perfazendo um total de 24 leitos, destinados exclusivamente para ensaios clinicos e farmaco-
clinicos. Esta equipada com uma unidade de procedimentos especiais, dotada de monitores
de eletrocardiografia, oximetro de pulso, cardioversor/desfibrilador, ventilador artificial,
bombas de infusdo e toda a medicacdo necessaria para procedimentos de urgéncia, inclusive

ressuscitacdo cardiopulmonar.
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SELECAO E RETIRADA DOS VOLUNTARIOS

A selecdo de voluntarios sera realizada na Unidade de Farmacologia Clinica. Um
minimo de 24 voluntérios sadios serdo selecionados diretamente da populacao da regido.

Os voluntérios serdo aceitos no estudo somente se forem considerados saudaveis,
a juizo de profissionais legalmente habilitados, com base na histéria médica, exame fisico e
0s exames laboratoriais que antecedem a admissao no estudo.

Para fins de avaliacdo das condicdes de satde, durante o processo de selecdo os

voluntarios realizardo os testes apresentados na tabela abaixo:

Tabela 1: Exames Laboratoriais vinculados ao Processo de Selec@o dos Voluntarios

Categoria Exames
ECG ECG padrdo com 12 derivacdes
Analise hematoldgica hemoglobina, hematdcrito, contagem total e diferencial de leucdcitos,

contagem de glébulos vermelhos, contagem de plaquetas

Anaélise Bioguimica Creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, sodio, potassio,

triglicérides, acido urico, yGT.

Urina Sumaério de Urina
Fezes Parasitologico
Sorologia Analise Sorologica para: hepatite B, hepatite C e HIV(1+2)

Os resultados dos exames de laboratorio serdo considerados “normais’ quando
dentro da faixa de normalidade declarada pelo laboratorio. Para resultados numéricos, 0s
valores até 10% fora da faixa de normalidade declarada serdo ainda considerados como
“normais”. Os valores normais, fornecidos pelo laboratério analitico, serdo encontrados nos
CRFs ou no Relatorio Clinico.

No que se refere ao eletrocardiograma, o médico especialista devera informar se
os achados especificos sdo julgados como normais, anormal ndo clinicamente significativos
(NCS) ou anormais clinicamente significantes. O especialista também ird informar se o
voluntario é considerado como apto para participar do estudo. O relatério do ECG devera ser
mantido como parte da documentagdo do estudo.

glicemia, fosfatase alcalina, SGOT, SGTP, colesterol total, uréia,
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Valores além da faixa de 10% poderdo, a critério dos investigadores ser
considerados como sem relevancia clinica e o voluntario aceito para o estudo e registrado no
Formulario de Relato de Caso (CRF).

Antes da admissdo no estudo, os voluntarios deverdo submeter-se a um exame
clinico, o qual deverd ser explicitamente documentado no Formulério de Relato do Caso

(CRFs), englobando a revisao dos seguintes itens:

Tabela2: Itens da Histéria Clinica e Exame fisico a serem explicitamente

referenciados no CRF

Categoria Itens Observados

Historia Médica

Alergias; olhos, nariz e garganta; sistemas respiratorio, cardiovascular,
gastrointestinal, genito urinario, nervoso central, hematopoético-
linfatico, enddcrino; dermatoldgico, musculoesquelético; estabilidade

emocional, histdria familiar, cirdrgica.

Exame Fisico

olhos, orelhas, nariz, garganta, pescoco(incluindo tiredide), coracéo,
pulmdes, abdomem (incluindo figado e baco), pele, linfonodos, sistema

nervoso, esqueleto e masculos

Dados antropométricos

Pressdo arterial ( medida 5 minutos apds descanso, na posi¢do sentada,
pulso, altura, peso (roupas leves), indice de massa corpérea, temperatura

em °C

A pressdo arterial serd considerada como normal dentro dos seguintes limites:100

a 140 mmHg para a sistolica e 60 a9 0 mm Hg para a diastolica. O pulso dentro de 50 a 100

p.p.m seré considerado normal.

O Indice de Massa Corpdrea sera considerado normal quando maior de 19 e

menor do que 30 (os limites do Indice de Massa Corpdrea sdo definidos no Report of the
Dietary Guidelines Advisory Committee on the Dietary Guidelines for Americans, 1995,
U.S. Department of Agriculture Research Service, Dietary Guidelines Advisory Committee
1995 pp23-4.

Deverd ser anotado pelo investigador na ficha clinica de cada voluntario qualquer
anormalidade de histéria médica e exame fisico considerada nédo clinicamente significante

(NCS), conforme julgado pelo proprio investigador.
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Os exames clinicos e exames laboratoriais deverdo ser realizados em um periodo
ndo superior aos 90 dias que antecedem a primeira administracdo da medicacdo. Os exames
soroldgicos, no entanto, podem ter sido realizados anteriormente, até 6 meses antes da

primeira administracdo da medicacao.

Expirado este prazo o voluntario devera ser re-avaliado com base nos mesmos
critérios mencionados acima. Independente da aprovacédo, voluntarios do sexo feminino so
poderdo participar da etapa clinica caso ndo estejam gravidas, o que devera ser comprovado
por um exame de B-HCG realizado no maximo de 10 dias antes da primeira administracéo

da medicacao.

Critérios de inclusao do voluntario

Os seguintes critérios devem ser satisfeitos para que o voluntario possa participar

do estudo:
. Homem e mulheres ndo gravidas e que ndo estejam amamentando.
. Idade entre 18 a 50 anos de idade.
. Voluntario tem seu indice de massa corpérea maior ou igual a 19 e

menor ou igual a 30.

. Boas condicdes de saude ou sem doencas significativas, a critério
médico, de acordo com as regras definidas no Protocolo, e avaliagbes a que foi
submetido: historia clinica, medidas de pressdo e pulso, exame fisico e psicoldgico,
ECG, e exames laboratoriais complementares.

. Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os
riscos e efeitos adversos e com intencdo de cooperar com o pesquisador e agir de acordo
com o0s requerimentos de todo o ensaio, 0 que vem a ser confirmado mediante a

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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Critérios de exclusdo do voluntério

A reposta positiva a qualquer um dos seguintes critérios excluira o voluntario do

estudo:

Problemas relacionados com a droga:

1 O voluntéario tem sabidamente uma hipersensibilidade a droga estudada ou a
compostos quimicamente relacionados; historia de reacbes adversas seérias ou

hipersensibilidade a qualquer droga.

2 Histdéria ou presenca de doencas hepéticas ou gastrointestinais ou outra

condicdo que interfere com a absorcao, distribuicdo , excrecao ou metabolismo da droga.

3 Uso de terapia de manutencdo com qualquer droga excetuando-se

anticoncepcionais por via oral.

Doencas ou problemas de salude

4 Tem historia de doenga hepética, renal, pulmonar, gastro-intestinal, epiléptica,
hematol6gica ou psiquiatrica; tem hipo ou hipertensdo de qualquer etiologia que
necessite de tratamento farmacoldgico; tem historia ou teve infarto do miocario, angina

e/ou insuficiéncia cardiaca;

5 Achados eletrocardiograficos ndo recomendados a critério do investigador

para participacdo no estudo.

6 Os resultados dos exames laboratoriais complementares estdo fora dos valores
considerados normais de acordo com as normas deste protocolo, a menos que sejam

considerados clinicamente irrelevantes pelo investigador.

Habitos e Dependéncias

7 Voluntario fuma mais de 9 cigarros por dia.
8 O voluntario ingere mais do que 5 xicaras de café ou cha por dia

9 Tem historia de abuso de alcool ou drogas.

Condicoes encontradas nos dias/meses gue antecedem o estudo

10 Fez uso regular de medicacéo dentro das 2 semanas que antecederam o inicio
do tratamento e a data de avaliacdo, ou fez uso de qualquer medicacdo dentro de um

periodo inferior a sete meia vidas desta, excetuando-se anticoncepcionais por via oral.
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11 Foi internado por qualquer motivo entre 8 semanas do inicio do primeiro

periodo de tratamento deste estudo;

12 O voluntério participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu qualquer

droga experimental dentro dos trés meses que antecedem o inicio deste estudo;

13 O voluntario doou ou perdeu 450 ml ou mais de sangue dentre dos trés meses

que antecederam ao estudo.

Outras condicdes

14 Teste positivo de gravidez para as voluntérias mulheres.

15 O voluntério tem qualquer condicdo que o impede de participar do estudo
pelo julgamento do investigador

Critérios de retirada do voluntario

Solicitacdo por parte do voluntario para se retirar do estudo a qualquer momento

1. Voluntario ndo deseja continuar no estudo por razGes pessoais (Ou mesmo

sem razao);

2. Voluntario ndo deseja continuar no estudo devido os eventos adversos da
droga de estudo (efeitos ndo desejaveis possivelmente relacionados a droga em estudo)

3. Voluntario ndo deseja continuar por razfes outras que nao efeitos adversos

por ex. indisponibilidade, intolerancia aos procedimentos do estudo.
O investigador pode retirar o voluntario do estudo por uma das seguintes razdes:

4. Resposta positiva a reavaliacdo de qualquer um dos critérios de exclusdo, no

momento da admissao ao primeiro periodo de tratamento ou em ocasido subsequente.
5. N&o aderéncia as exigéncias do protocolo,
6. Eventos adversos ou sintomas ou sinais de possivel toxicidade
7. Doenca intercorrente requerendo medicacao.

8. Qualquer outra condicdo que, a juizo do investigador, seja do interesse para

manutencdo da satde do voluntério.

Todos os detalhes e razfes da retirada do voluntario do estudo serd anotada na parte
do CRF destinada ( Secdo de Término do Estudo) e relatada aos monitores.
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MEDICACOES/TRATAMENTOS E CONDUTAS PERMITIDAS E NAO
PERMITIDAS ANTES E DURANTE O ESTUDO

Outras Terapias ou Procedimentos Concomitantes

N&o estdo previstas terapias ou procedimentos concomitantes.

Medicamentos

Todos os voluntarios do estudo serdo informados de que ndo podem tomar
qualquer remédio incluindo aqueles vendidos sem prescrigdo médica, por no minimo 14 dias
antes do inicio do estudo. Durante a fase de tratamento também ndo é permitida qualquer
medicagdo concomitante, inclusive aquelas vendidas sem prescricdo médica.

Todavia, em caso de emergéncia, incluindo eventos adversos, o Investigador
Clinico pode decidir administrar medicacdes as quais considere absolutamente necessarias
para 0 bem estar dos voluntarios. Neste caso, 0 uso da medicacdo deve também ser

registrada apropriadamente nos CRFs individuais.

Dieta

Durante o estudo os voluntarios continuardo com suas dietas gerais normais.

O consumo de cigarros e bebidas alcodlicas devera ser abolido durante todo o
estudo.

A ndo observancia destas restricdes deve ser informada ao Investigador Clinico, o
qual ird decidir se serd permitido que o voluntério permane¢a no estudo. O fato e suas
caracteristicas deverdo ser registrados no Formulario de Relato de Caso (CRF).

Outras Restri¢des quanto a Terapias e Condutas
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N&o é permitida doacdo de sangue durante o estudo. A perda involuntaria de
sangue deverd ser comunicada aos inevestigadores clinicos, que tomardo as providéncias
cabiveis.

N&o é permitida a participacdo no estudo de voluntarias que estejam gravidas
(mesmo que o fato ocorra ap6s a realizacdo do exame laboratorial na fase de sele¢do), que
estejam amamentando, ou que estejam pretendendo engravidar durante o prazo de duragéo
do estudo. Caso, mesmo tomadas as devidas precaucdes, a voluntaria vir a suspeitar de que
engravidou durante a participacdo no estudo, deverd imediatamente comunicar o ocorrido a
equipe e deveréa interromper sua participacdo. O fato deveré ficar devidamente documentado

no Formulario de Relato de Caso (CRF)



98

Procedimentos para monitorar a adesdo do voluntério ao protocolo

Adesdo a Terapia

O medicamento sob investigacdo (e outras terapias) serdo administrados na
presenca de um dos investigadores. O investigador deverd examinar a boca de cada

voluntario apos ingestdo do medicamento.

Adesdo a outras condicdes / restricoes

A adesdo a restricdes quanto ao uso de medicamentos, limitacbes dietéticas e
demais restricbes definidas no Protocolo serdo investigadas inicialmente atraves de
questionamento ou observacdo direta por parte do Investigador no momento da
administracdo do medicamento ou durante as avaliagdes clinicas.

Se houver qualquer duvida sobre o uso de alcool, podera ser feito um teste para
deteccdo de alcool baseado na respiracao, a juizo do Investigador.

Se o voluntario admitir ingestdo de droga, o Investigador Clinico ird decidir se
sera permitido que o voluntario permaneca no estudo, dependendo da droga usada, do tipo de
droga e da dose. A hora em que a droga foi ingerida serd anotada no CRF.

Se o voluntério admitir o ndo cumprimento das demais restri¢cbes o Investigador
clinico devera também decidir sobre sua permanéncia no Estudo, documentando o fato (e a
decisdo) no CRF.

Outras obrigacoes e restricoes

e Todos os voluntarios devem chegar a Unidade de Farmacologia Clinica da
Faculdade de Medicina da UFC &s 17:00hs.

e Todos os voluntarios deverdo preencher diariamente o diario entregue durante
as administragoes.

e MedicacOes concomitantes deverdo ser evitadas, quando possivel. Qualquer
medicacdo, devera ser registrada na folha apropriada.

e Voluntarios devem também retornar a Unidade a fim de se submeterem a um

exame fisico geral, eletrocardiograma e também para coleta de amostras (sangue e urina)
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para os testes laboratoriais. Esta obrigacdo € valida mesmo em caso de desisténcia do
voluntério (a ndo ser que ele tenha desistido antes de tomar a medicagéo), ja que esta
vinculada a avaliacdo de seguranca do uso do medicamento.

e Os voluntarios devem comunicar o0 ndo cumprimento de qualquer restricdo mencionada.

AVALIACAO DA SEGURANCA

Especificacdo dos parametros de seguranca

Para fins de acompanhamento de seguranca, os voluntéarios serdo observados
clinicamente durante o estudo visando a detec¢éo de eventos adversos.

Um Evento Adverso é qualquer ocorréncia médica ndo desejada em um sujeito
que esteja participando de uma investigacdo clinica ao qual ja tenha sido administrado
alguma das terapias vinculadas a investigagdo. Esta ocorréncia ndo necessita ter uma relagdo
causal com a terapia. Um Evento Adverso pode portanto ser um sinal (incluindo achados
anormais de exames ou sinais vitais) ou sintoma desfavoravel e ndo intencional, ou uma
doenca temporalmente associada a terapia, relacionada ou nao a terapia.

Um Evento Adverso Sério é um Evento Adverso gque, independente de dose:

o Provoca a morte;

o Ameaga a vida;

o Requer hospitalizacdo ou prorrogacdo da hospitalizagéo;

o Resulta em debilidade / incapacitacéo significativa ou persistente;
o Trata-se de uma anomalia congénita ou defeito ao nascimento;

o Trata-se de uma neoplasia maligna.

A "ameaca a vida" refere-se a condi¢Ges que efetivamente encontradas no
momento da ocorréncia do evento ou que requeiram, também no momento do evento,
intervencdo para prevenir que haja "ameaca "a vida"; ndo se refere & possibilidade de
"ameaca a vida" caso o evento fosse mais intenso.

Se define como hospitalizacdo a admissdo em um centro hospitalar, mesmo que
seja por um periodo inferior a 24 horas. Se excluem as admissfes a) para tratar de uma

condicdo pré-existente que esteja documentada na historia clinica e que tenham sido
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planejadas anteriormente ao estudo; b) devido a problemas sociais; ¢) contempladas no
protocolo como parte dos procedimentos do estudo; d) eletivas (cirurgia estética)

Além da comunicacdo de eventos pelo voluntario ou simples observacdo, 0s
investigadores deverdo registrar e avaliar as seguintes variaveis, visando a deteccdo de
eventos adversos:

o Sinais vitais dos voluntarios (FC, PA e temperatura) obtidos durante as
internacdes;

o Resultados dos exames laboratoriais (hematologia, bioguimica e
analise de urina) e eletrocardiograma, obtidos ao final do estudo e avaliados de forma
comparativa agueles obtidos na fase de selecdo dos voluntarios.

o Achados de exame fisico, obtidos ao final do estudo e avaliados de

forma comparativa aqueles obtidos na fase de selecdo dos voluntarios.

Os eventos adversos deverédo ser documentados e notificados de acordo com 0s
criterios e definicbes constantes no POP *“Notificacio e Documentacdo de Eventos
Adversos”

Verlfique a se¢do 7.3 no que se refere a notificacdo e documentacdo de Eventos
Adversos

Os voluntarios deverdo estar instruidos sobre os efeitos adversos em potencial,
bem como sobre a necessidade de comunica-los imediatamente ao investigador ou sua
equipe. Quaisquer eventos adversos que ocorram ap0s 0 periodo sob supervisdo médica

direta deverdo ser imediatamente comunicados a equipe, por telefone.

Serdo monitoradas, por ocasido da coleta de cada uma das amostras de sangue, a
frequéncia cardiaca e pressdo arterial do voluntario. A temperatura corplrea sera
acompanhada a cada 4 horas — a partir da administracdo da medicacao.

Um médico da equipe estara disponivel durante todo o periodo do estudo.

Procedimentos pos estudo

Ap0s sete dias do final do estudo, os voluntarios serdo reavaliados clinicamente e

por exames laboratoriais subsidiarios realizados na fase pré-estudo.
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A negativa ou 0 ndo comparecimento do voluntario para a realizacdo destes

procedimentos, devera ser devidamente documentada.

Procedimentos para obter relatos de e registrar e comunicar eventos

adversos e doencas intercorrentes

As perguntas realizadas para saber se o voluntario teve algum evento adverso
deverdo ser limitadas a perguntas gerais, tais como: "Como vai vocé?"

Seré solicitado aos voluntérios que relatem qualquer evento adverso e quando isto
ocorreu. Sera também solicitado que notifiqgue ao investigador se foi necessario usar
medicacdo adicional.

Qualquer evento adverso devera ser registrado em detalhes na(s) folhas(s)
apropriada(s) para relato de evento adversos, integrante do Formulario de Relato de Caso
(CRF). Os detalhes incluem a descricdo do evento utilizando terminologia médica precisa,
informacdo sobre a 0 momento em que comecou, sua duracdo e as acGes médicas tomadas
para afastar o evento adverso, bem como informacdes sobre o desfecho e qualquer outro
dado adicional que a juizo do investigador possa ser relevante.

Devem ser empreendidos todos os esfor¢os pelo investigador clinico para
explicar cada experiéncia adversa e avaliar sua relacdo, se houver, com o medicamento do
estudo.

O investigador clinico é resposavel por documentar todos os eventos adversos
que ocorram durante o estudo e comunicar oportunamente estes eventos ao patrocinador. O
investigador principal é responsavel pela notificacdo dos Eventos Adversos Sérios a pessoa
indicada pelo patrocinador para tomar conta dos relatérios de Eventos Adversos Sérios (veja
secdo 2.1.4). Todos os casos de emergéncia deverdo também ser imediatamente

comunicados aos monitores.

Tipo e duracdo do seguimento dos voluntarios apos efeitos adversos

A equipa da Unidade de Farmacologia Clinica devera monitorar a seguranc¢a dos
voluntarios desde a ocorréncia de um evento adverso até a recuperacdo satisfatoria. Portanto,
podem ser necessarias visitas de retorno e testes laboratoriais (quando apropriado), mesmo
depois que o estudo tenha sido completado.
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Em casos de emergéncia a Unidade de Farmacologia Clinica tem local proprio,
equipado com desfibrilador, monitor, oximetro, respirador, material para pequena cirurgia e
com medicacdo de urgéncia para qualquer eventualidade. Além disso, conta com o apoio de

uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Universitario Walter Cantidio.

E de responsabilidade do investigador garantir que os voluntarios envolvidos
recebam um tratamento definitivo para qualquer evento adverso, se necessario. Os eventos
deverdo ser seguidos clinicamente e por estudos laboratoriais (quando indicados) até que 0s
parametros voltem ao normal. Estas atividades podem permanecer mesmo apds o estudo ter

sido completado.

NUMERO DE VOLUNTARIOS A SEREM ESTUDADOS

Numero planejado € de 24 voluntarios. A analise podera ser realizada com um
menor numero de voluntarios em funcéo da saida destes antes do final da Etapa Clinica .
N&o se exclui a possibilidade de inclusdo de novos voluntarios em substituicdo aos que
tenham saido do estudo. Veja também a secdo 10 em relacdo a analise final

CRITERIOS PARA A CONCLUSAO DO ESTUDO

N&o estd prevista a conclusdo antecipada do estudo, a ndo ser por questbes de

seguranca.
SELECAO DOS VOLUNTARIOS A SEREM INCLUIDOS NA ANALISE
Serdo inicialmente incluidos na analise todos os voluntarios que vierem a

completar todos os periodos do estudo, bem como aqueles cuja saida seja decorrente de

eventos adversos.



ANEXO 2 FICHA DE RELATO DE CASO DOS VOLUNTARIOS

Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

Unidade de Farmacologia Clinica—-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°: Iniciais do VVoluntario:

1. Critérios de Admisséo
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1.1 Critérios de Inclusao

Os seguintes criterios devem ser satisfeitos para que o voluntario possa participar do estudo:

1. Voluntéario do sexo feminino ou masculino com 18 a 50 anos de ( ) Sim ( ) Nao
idade.

2. O voluntério tem indice de massa corpdrea maior ou igual que 19e ( ) Sim ( ) Nao
menor ou igual que 30.

3. O voluntario apresenta boa condigdo fisica, de acordo com os ( ) Sim ( ) Néo
requisitos das paginas 2 a 4.

4. O voluntario concordou livremente e assinou o termo de ( ) Sim ( ) Nao
consentimento, apds todos os elementos essenciais do protocolo
terem sido esclarecidos, antes de qualquer procedimento.
1.2 Critérios de Excluséo

Qualquer um dos seguintes critérios excluira o voluntério da participacao do estudo:

1. Os resultados dos exames laboratoriais e do ECG estdo fora dos ( )Sim ( ) Néo
limites da normalidade, a menos que sejam considerados
clinicamente insignificantes pelo investigador.

2. Participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu qualquer droga ( ) Sim () Néo
no periodo de trés meses anterior ao inicio deste estudo.

3. Fez uso de medicacdo regular nas 2 semanas prévias ao inicio do ( )Sim ( ) Nao
estudo.

4. Foi hospitalizado por qualquer motivo nas oito semanas antecedentes ( ) Sim () Nao
ao inicio do estudo.

5. Tem historia de abuso ao alcool ou drogas, ou ingeriu bebidas ( )Sim ( )Néo
alcoolicas nas 48 horas que antecedem o inicio deste estudo.

6. Tem historia de doenca hepatica, renal, epiléptica ou hematoldgica. ( )Sim ( )Nao

7. Tem hipo ou hipertensédo de qualquer etiologia com necessidade de ( )Sim ( )Néo
tratamento farmacoldgico.

8. Tem historia ou teve angina pectoris, infarto e/ou insuficiéncia ( )Sim ( )Néo
cardiaca congestiva

9. Doou ou perdeu 450mL ou mais de sangue até 3 meses antes do inicio ( ) Sim () Né&o
do estudo.

10. Tem qualguer outra condicao que o investigador julga relevante para ( ) Sim () Nao

a ndo participacdo do estudo.




Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica—-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°:

2. Histéria Médica - Pré-Estudo

Iniciais do VVoluntario:
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Data

Data nasc:

Sexo Masc.

()

Fem. ( ) | Ocupacéo:

Sistema revisto

Normal

Anormal | Se Anormal, descreva os achados

Alergia

)

—~

o

Olhos-Ouvido

Nariz-Garganta

Respiratorio

Cardiovascular

Gastrointestinal

Genitourinéario

S. Nervoso Central

Hematopoiético/linfatico

Enddcrino

Dermatolégico

Musculo-esquelético

Estabilidade emocional

Historia familiar

Historia cirdrgica

Outros

| A~ A~ /] /] /| /| ] N N NN N

N N N—r N—r N—r N N p— N p— N N N N S | N

~ ~|l ~| ~| ~| ~| ]| ~| ~| ~| ~| ~| ™| ~| —~

N~ ~| ~| ~| ~| ~| ~]| ~| ~| ~| V| Y| ~ ]| | ~

Comentarios :
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Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica—-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°: Iniciais do VVoluntario:

3. Exame Fisico Geral — Pré-Estudo

Data:

Presséo arterial Pulso Altura Peso Temperatura
sist/diastolica (mmHg) (bat/min) (cm) (Kg) Axilar (OC)

Sistema revisto Normal Anormal Se Anormal, descreva os achados

Aspecto geral

Pele

Cabeca-pescoco

Olhos

Ouvidos

Nariz

Boca

Garganta

Térax

Coracao

Abdomen

Linfonodos

Neuroldgico

Extremidades

el Eanl Ean) Ean) Ean) Eanl Ean) Ean) el Kl Ean) Eanl Ean ) Ean ) Ean)
SN N | | |~ |~ |~ |~ |~ |~ | | | | |~
~—~| | | | | /| /| /| /| /| /| /| | /|
N | S | S | S | N | S | N S N SN N SN N N | N

Outros

Comentarios:

M Elisabete A Moraes CRM 2145

Assinatura Data
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Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°;

4. ECG - Pré-Estudo

Iniciais do VVoluntério:
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Data:

Ritmo cardiaco

PR intervalo (s)

SAP (°) QRS duracéo (s)
SAQRS (°) QT (s)

SAT (°) FC (bpm)
Concluséo: () Normal

() Anormal, sem significado clinico

() Anormal, clinicamente importante

Comentarios:

F A Frota Bezerra CRM 2367

Médico

Assinatura

Data




Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

107

Unidade de Farmacologia Clinica—-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°:

5. Administracdo do Tamaril

Iniciais do VVoluntario:

5.1 Dose Administrada: 02 caps x dia
5.2 Periodo de Administracéo:

28 dias

Dia

Data

Horario

Pressdo Arterial

(mmHQ)

Pulso
(ppm)

Temperatura
Axilar (°C)
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N
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w

N
S

N
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N
(2]

N
~

N
(e}

Marne Carvalho de VVasconcellos CRF 2756

Assinatura

Data
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Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica—-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°: Iniciais do VVoluntario:

6. Avaliacdo Clinica - Primeira Semana

Data

Presséo arterial Pulso Peso Temperatura
sist/diastolica (mmHg) (bat/min) (Kg) Axilar (°C)
Sistema revisto Normal Anormal Se Anormal, descreva os achados

Aspecto geral () ()

Pele () ()

Cabeca-pescogo () ()

Olhos () ()

Ouvidos () ()

Nariz () ()

Boca () ()

Garganta () ()

Torax () ()

Coragéo () ()

Abdomen () ()

Linfonodos () ()

Neuroldgico () ()

Extremidades () ()

Outros () ()

Comentarios:

Manoel Odorico de Moraes CRM 2144

Médico Assinatura Data
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Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°:
Iniciais do VVoluntario:

7. ECG - Primeira Semana

Data:

Ritmo cardiaco PR intervalo (s)
SAP (°) QRS duracéo (s)
SAQRS (°) QT (s)

SAT (°) FC (bpm)
Concluséo: () Normal

() Anormal, sem significado clinico

() Anormal, clinicamente importante

Comentarios:
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F A Frota Bezerra CRM 2367

Meédico Assinatura Data
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Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°; Iniciais do VVoluntério:

8. Avaliacdo Clinica - Segunda Semana

Data

Presséo arterial Pulso Peso Temperatura
sist/diastolica (mmHgQ) (bat/min) (Kg) Axilar (9C)

Sistema revisto Normal Anormal Se Anormal, descreva os achados

Aspecto geral

N—r
)

Pele

Cabeca-pescoco

Olhos

Ouvidos

Nariz

Boca

Garganta

Térax

Coracéo

Abdomen

Linfonodos

Neuroldgico

Extremidades

~—~~| | | | | | | /| /| /| || /| /]|
A B B B B g N T T N I B N g B g
~| | —~| —~| —~| —~| —~| | /| /| /| /||
o B B I N B S N B B e e B B [ N B T g

Outros

Comentarios:

Manoel Odorico de Moraes CRM 2144

Médico Assinatura Data




Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Iniciais do VVoluntario:

Voluntario n°:

9. ECG - Segunda Semana
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Data:

Ritmo cardiaco

PR intervalo (s)

SAP (°) QRS duracéo (s)
SAQRS (°) QT (s)
SAT (°) FC (bpm)
Concluséo: () Normal

() Anormal, sem significado clinico

(

) Anormal, clinicamente importante

Comentarios:
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F A Frota Bezerra CRM 2367

Meédico Assinatura Data
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Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°; Iniciais do VVoluntério:

10. Avaliacao Clinica - Terceira Semana

Data

Presséo arterial Pulso Peso Temperatura
sist/diastolica (mmHgQ) (bat/min) (Kg) Axilar (OC)

Sistema revisto Normal Anormal Se Anormal, descreva os achados

Aspecto geral

Pele

Cabeca-pescogo

Olhos

Ouvidos

Nariz

Boca

Garganta

Toérax

Coracéo

Abdomen

Linfonodos

Neuroldgico

Extremidades

~|l |~~~ —~|—~|—~|—~|—~N|—~|—~|—~|—~| —~
~ |~~~ |~ |~~~ |~~~ |~ |~~~
~|~|l~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~| —~
~ |~~~ |~~~ |~~~ |~ |~ |~ |~ ]|~

Outros

Comentarios:

Manoel Odorico de Moraes CRM 2144

Médico Assinatura Data




Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Iniciais do VVoluntario:

Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

Voluntario n°:

11. ECG - Terceira Semana
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Data:

Ritmo cardiaco

PR intervalo (s)

SAP (°) QRS duracéo (s)
SAQRS (°) QT (s)
SAT (°) FC (bpm)
Concluséo: () Normal

() Anormal, sem significado clinico

(

) Anormal, clinicamente importante

Comentarios:
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F A Frota Bezerra CRM 2367

Meédico Assinatura Data
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Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°; Iniciais do VVoluntério:

12. Avaliacdo Clinica — Quarta Semana

Data

Pressédo arterial Pulso Peso Temperatura
sist/diastolica (mmHgQ) (bat/min) (Kg) Axilar (9C)

Sistema revisto Normal Anormal Se Anormal, descreva os achados

Aspecto geral

Pele

Cabeca-pescogo

Olhos

Ouvidos

Nariz

Boca

Garganta

Toérax

Coracéo

Abdomen

Linfonodos

Neuroldgico

Extremidades

~|l |~~~ —~|—~|—~|—~|—~N|—~|—~|—~|—~| —~
~ |~~~ |~ |~~~ |~~~ |~ |~~~
~|~|l~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~|—~| —~
~ |~~~ |~~~ |~~~ |~ |~ |~ |~ ]|~

Outros

Comentarios:

Manoel Odorico de Moraes CRM 2144

Médico Assinatura Data




Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Iniciais do VVoluntério:

Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

Voluntério n°:

13. ECG - Quarta Semana
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Data:

Ritmo cardiaco

PR intervalo (s)

SAP (°) QRS duracéo (s)
SAQRS (°) QT (s)
SAT (°) FC (bpm)
Concluséo: () Normal

() Anormal, sem significado clinico

(

) Anormal, clinicamente importante

Comentarios:
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F A Frota Bezerra CRM 2367

Meédico Assinatura Data

Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°: Iniciais do VVoluntario:

14. Avaliacéo Clinica — Pds-Estudo

Data

Pressao arterial Pulso Peso Temperatura
sist/diastolica (mmHg) (bat/min) (KQg) Axilar (°C)

Sistema revisto Normal Anormal Se Anormal, descreva os achados

Aspecto geral

Pele

Cabeca-pescoco

Olhos

Ouvidos

Nariz

Boca

Garganta

Térax

Coracao

Abdomen

Linfonodos

Neurologico

Extremidades

el Eanl Ean) Ean) Ean) Ean) Ean) Ean) el Rl Ean) Eanl Ean) Ean ) Ean)
S | S | S | S | S | S | S | N | N | N N N | N N | N
~—~| | | | | /| /| /| /| /| /| /| /| |
N | S | S | S | S | S | N S N SN N SN N N | N

Outros

Comentarios: Voluntario excluido por absenteismo durante o ensaio.




120

Manoel Odorico de Moraes CRM 2144

Assinatura Data



Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°; Iniciais do VVoluntério:

15. ECG - Po6s-estudo
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Data:

Ritmo cardiaco

PR intervalo (s)

SAP (°) QRS duracéo (s)
SAQRS (°) QT (s)

SAT (°) FC (bpm)
Conclusao: (4) Normal

() Anormal, sem significado clinico

() Anormal, clinicamente importante

Comentarios:

F A Frota Bezerra CRM 2367

Meédico

Assinatura

Data




16. Determinac0es Laboratoriais

Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

Unidade de Farmacologia Clinica—-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°:

Iniciais do VVoluntario:
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Hematologia Pré- 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias Pos- Normal
Data
Hb g% - - - 13,5-18
Ht % - - - 40-54
Leucécitos 10%/mm? - - - 5-10
Diferencial (%)
Bastoes - - - 1-3
Segmentado - - - 40-75
Eosindfilo - - - 1-6
Basofilo - - - 0-1
Linfdcito - - - 20-45
Mondcito - - - 2-10
Plaquetas10®/mm? - - - 150-450
VHS mm - - - -

Bioquimica Pré- 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias Pos- Normal
Data
Creatinina 0,7-1,2
Proteina Total 6,3-8,2
Albumina 3,4-4,8
Bilirrubina Total 0-11
Fosfatase alcalina <270
Glicemia 70-105
TGO (AST) <38
TGP (ALT) <41
Colesterol total <200
Triglicérides <200
Sadio 135-145
Potassio 3,5-5,1
Acido drico 3,4-7,0
Gama GT 8-61
Uréia 10-50




Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°;

Iniciais do VVoluntério:

16. Determinaces Laboratoriais (cont.)
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Sumario de

Urina

Pré-
Estudo

7 dias

14 dias

21 dias

28 dias

Pés-

estudo

Data

Normal

Densidade

1005-103

Ph

4,5-8

Albumina

Glicose

Cetona

Microscopia

Leucocitos

0-4

Hemacias

0-4

Cilindros

0-1

Cristais

Cél.

Algumas

Bactérias

Outros

Parasitologico de Fezes:

Sorologia:

Hepatite B

() negativo

(

) positivo

Hepatite C

() negativo

(

) positivo

HIV

() negativo

(

) positivo

Comentarios:

F A Frota Bezerra CRM 2367

Investigador

Assinatura

Data




17. Registro de Eventos Adversos
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Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril
Unidade de Farmacologia Clinica —-UNIFAC - 09 /2002

Voluntario n°;

Iniciais do VVoluntério:

Eventos adversos durante o estudo? () Sim () Né&o
1. () )Y () () ) ) ()
2. () )y C)yj)yc)yo)Q)
3. () )y o) () o)y o)Q)
4. () ) ) (C)yC) () ()
5. () ) ) [C)yC)yC)(Q)

Mod. = Moderada Ser. = Séria

Pos. = Possivel

Des = Desconhecida

18. Medicacao para Tratamento de Eventos Adversos

Se a ocorréncia de evento adverso necessitou uso de drogas para tratamento, abaixo

encontram-se as informagdes relevantes.

0 ini . Dosagem
N® do D(;c())?ﬁeadgzér:iigiia Via (oral, d g 5 Total dose
evento genel IV, IM) (mg/dose, n administrada (mg)
adverso comercial) doses/dia)
Comentarios:
M Elisabete A Moraes CRM 2145
Meédico Assinatura Data
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Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril

Unidade de Farmacologia Clinica-UNIFAC - 09 /2002

Voluntéario n°:
Iniciais do VVoluntério:

19. Término Prematuro do estudo

Voluntario saiu do estudo? Sim () Naéo ( ) Datadasaida

Razbes que o levou a sair do estudo:

20. Comentérios Adicionais

21. Autenticacao

Declaro que todos os dados contidos neste protocolo sdo acurados, completos, verdadeiros e

que todos os dados correspondem aos obtidos durante o estudo
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M Elisabete A Moraes CRM 2145

Assinatura Data

ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“Estudo de Toxicologia Clinica do Tamaril® capsulas.”
Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacdo €
importante, porém, vocé nao deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as

informacdes abaixo e fagca qualquer pergunta que desejar para que toda os procedimentos
desta pesquisa sejam esclarecidas.

O abaixo-assinado (Nome, idade e RG), declara que é de livre e espontanea vontade que esta
participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade dos
pesquisadores Maria Elisabete Amaral de Moraes, Manoel Odorico de Moraes, Fernando A.
Frota Bezerra e Marne Carvalho de Vasconcellos da Unidade de Farmacologia Clinica da
Faculdade de Medicina - UFC O abaixo-assinado esta ciente que:

i - O objetivo da pesquisa é avaliar a toxicidade clinica e laboratorial da Tamaril® capsulas —
Marjan Farma Inddstria Farmacéutica Ltda

ii - Durante o periodo de 28 dias, ser-lhe-& administrado 2 cépsulas do supracitado

medicamento, 1 vez ao dia, na Unidade de Farmacologia Clinica da UFC.

iii - Antes de iniciado o estudo (pré-estudo), nas primeira, segunda, terceira e quarta semanas
de administragdo das capsulas de Tamaril® e sete dias ap6s o término do estudo, vocé sera
submetido a exame médico, eletrocardiografico e rotina laboratorial (hemograma completo,
VHS, glicemia, transaminases, gama GT, fosfatase alcalina, bilirrubina, proteinas totais e
fracOes, creatinina, acido drico, colesterol total, sodio, potassio e sumario de urina) para
verificacdo de higidez; perfazendo um total de 6 (seis) avaliacbes. No pré-estudo e na quarta
semana de administracdo do Tamaril® realizar4 coleta de sangue para avaliacdo da
integridade genética (genotoxicidade). Analise Sorologica para: hepatite B, hepatite C e
HIV, teste soroldgico para gravidez (Beta — HCG) e Parasitologico de Fezes serdo realizados
somente antes do estudo.

iv - A participacdo neste estudo ndo Ihe acarretard nenhum beneficio terapéutico.
v - A administracéo oral do Tamaril® cépsulas pode causar cdlicas abdominais, vomitos e
diarréia. Além dos efeitos citados, a administracdo de qualquer medicamento pode causar

reacdes imprevisiveis.

vi - Obteve todas as informagcbes necessarias para poder decidir conscientemente e
livremente sobre a participacdo do referido ensaio clinico.
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vii - Esta livre para interromper a participacéo no ensaio clinico a qualquer momento.

viii - A interrupcdo ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela
equipe da Unidade de Farmacologia Clinica.

iX - Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, e a Unidade de
Farmacologia Clinica ndo identificara o voluntario por ocasido da exposicao e/ou publicacéo
dos mesmos.

X - A Unidade de Farmacologia Clinica o mantera informado e prestara qualquer tipo de
esclarecimento em relacéo ao progresso da pesquisa caso o voluntario assim o desejar.

Xi - Caso surja alguma intercorréncia, devem procurar o servico Médico do Hospital das
Clinicas da UFC e solicitar que 0 mesmo contacte 0os medicos e a farmacéutica responsavel
pelo ensaio clinico (ver abaixo).

xii - Caso houver gastos adicionais para tratamento médico, e 0 motivo desse tratamento for
decorrente do uso da medicacdo durante o ensaio clinico, estes gastos serdo absorvidos pela
Marjan Farma Industria Farmacéutica Ltda.

xiii - De acordo com valores previamente estabelecidos, os voluntarios serdo ressarcidos das
despesas e tempo dispendidos na realiza¢cdo do supracitado estudo clinico.

xiv - Podera contactar a Secretaria da Comissdo de Etica (Fone 288 8330) para apresentar
recursos ou reclamacdes em relacdo ao ensaio clinico.

xv - E condico indispensavel para participacdo no ensaio clinico que esteja em boa satde, e
portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas
ou medicacdes.

xvi - Aos voluntarios do sexo feminino é condicdo indispensavel para participagdo no ensaio
clinico que ndo esteja gravida, comprovado pela sorologia (Beta-HCG).

Fortaleza,

Assinatura do voluntario

Manoel Odorico de Moraes - Fone 288 8201

Maria Elisabete Amaral de Moraes - Fone 288 8346 e 288 8250
Fernando A. Frota Bezerra - Fone 288 8060

Marne Carvalho de Vasconcellos — Fone 288-8250
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ANEXO 4 Diario Preenchido pelos voluntarios que fizeram uso do Tamaril® capsulas por 28 dias ininterruptos
N° de evacuacdes Consisténcia das fezes Dor Abdominal Flatuléncia (Gases)
0= Ausente 1= pelotas separadas e duras 0=Ausente 0=Ausente
1=Uma 2= Formato tubular, duras 1=presente, mas toleravel 1=presente, mas toleravel
2=Duas 3= Formato tubular, com rachaduras na|2=presente, mas interfere|2=presente, mas interfere
3=>3 superficie. nas fungbes normais como |nas fungdes normais como
4= Formato tubular, amolecidas e lisas sono ou trabalho sono ou trabalho
Data 5=Gldbulos macios, bordas definidas 3=impede as funcbes |3=impede as  fungdes
6= Fezes pastosas normais normais
7= Liquidas
[ 0( ) 1( ) 2( ) 3() 0() 1() 2() 3()4() 5() 6() 7() [0 ) 1( ) 2( ) 3( ) 0C) 1) 2() 3()
I/ 0( )1 ) 2( ) 3() 0() 1() 2() 3()4() 5() 6() 7() 10 ) 1) 2( ) 3() 0C ) 1) 2() 3()
[ 0( )1( ) 2( ) 3() 0() 1() 2() 3()4() 5() 6() 7() |0( ) 1( ) 2( ) 3( ) 0C) 1) 2() 3()
— 0( )1 ) 2( ) 3() 0() 1() 2() 3()4() 5() 6() 7() 10 ) 1) 2( ) 3() 0C) 1) 2() 3()
I 0( ) 1( ) 2( ) 3() 0() 1() 2() 3()4() 5() 6() 7() |0( ) 1( ) 2( ) 3( ) 0C) 1) 2() 3()
[ 0( ) 1( ) 2( ) 3() 0() 1() 2() 3()4() 5() 6() 7() |0 ) 1( ) 2( ) 3( ) 0C) 1) 2() 3()
I/ 0( ) 1) 2( ) 3() 0() 1() 2() 3()4() 5() 6() 7() [0 ) 1) 2( ) 3() 0C) 1) 2() 3()

Uso de Medicacgdo concomitante:

Data do uso Nome da medicacdo e quantidade Data do uso Nome da medicacgdo e quantidade




ANEXO 4 Escala utilizada para o preenchimento do diario pelos voluntarios que fizeram
uso do Tamaril® capsulas por 28 dias ininterruptos.

Forma das lezes
Pelotas separadas ¢ duras,
semelhantes a nozes

Formato tubular, comn
lingdica porém duras

Formato tubular ou
serpenteante, purém com
rachaduras na superficie

Formato tubular vu
serpenteante, consisténcia
amodecida e lisa

(zlobulps macios com
bordas definidas

Pedagos fofos com
extremidades irregulares,
fezes pastosas

Aquosas sem pa»n;ﬁcs
sdlidas

Inteiramente
Liguidas
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ANEXO 5 PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FAEDARL DO CEARA
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ANEXO 6 TABELAS
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TABELA 03 — Parametros hematolégicos avaliados semanalmente (média + DP)

em 12 voluntarios do sexo masculino apos uma administracéo diaria de 2 capsulas

de Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Parametros avaliados (Funcdo Hematologica)

Periodo o oh;
emog ObIN ' Hematécrito Leucocitos Plaguetas
Pré-estudo- controle | 15,53+0,66 44,46+2,03 6,33%£1,19 252,42+49,82
12 avaliacdo (7 dias) | 15,40+0,81 44,63+2,39 6,51+1,21 264,33156,32
22 avaliacdo (14
. 15,43+0,81 44,90+2,45 6,48+1,22 258,00+51,82
dias)
32 avaliagédo (21
_ 15,31+0,83 44,51+2,32 6,53+1,20 253,08+53,13
dias)
42 avaliacao (28
_ 15,08+0,72 44,1542 33 6,40+1,16 244,58+43,20
dias)
Pdés-estudo 15,19+0,59 44,46+2,14 6,20+0,86 247,92+47,93
VALORES DE 13,5-18 40-54 5-10 150-450
REFERENCIA (g/dL) (%) (10°*mm?®) (10°mm?®)

TABELA 04 — Parametros hematoldgicos avaliados semanalmente (média + DP)

em 12 voluntarios do sexo feminino apos uma administracdo diaria de 2 cipsulas

de Tamaril® durante 28 dias consecutivos.
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Parametros avaliados (Funcdo Hematolégica)

Periodo

Hemoglobina | Hematdcrito Leucocitos Plaguetas
Pré-estudo- controle 13,46+0,84 39,20+2,54 7,98+1,44 278,67+43,31
12 avaliacdo (7 dias) 13,07+0,94 38,72+2,74 7,88+1,43 281,00+61,39
22 avaliacao (14 dias) 12,89+0,83 38,38+2,52 7,78+1,74 274,75+£58,69
32 avaliacdo (21 dias) 12,95+098 38,36+2,43 7,42+1,47 264,42+34,37
42 avaliacado (28 dias) | 12,84+1,02 38,83+2,88 7,32+1,62 267,33+58,39
Pés-estudo 12,68+0,88 38,14+2,62 7,21+1,20 270,00+£56,74

VALORES DE 11,5-16,4 36-47 5-10 150-450

REFERENCIA (g/dL) (%) (10°mm?) (10°mm?)

TABELA 05 — Parametros para avaliacao da funcao hepatica semanal (média + DP)

em 12 voluntarios do sexo masculino apés uma administracdo diaria de 2 capsulas

de Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Parametros avaliados (Funcéo Hepatica)

Periodo Fostal
TGO TGP Gama GT osfatase
alcalina

Pré-estudo- controle 22,75+3,74 25,98+11,93 24 .42+11,42 | 194,67+43,08

12 avaliacao (7 dias) 21,92+7,03 28,82+25,65 25,00+12,87 | 200,25+52,55

22 avaliacdo (14 dias) 22,00+7,78 26,98+19,99 23,92+13,78 | 195,92+56,91

32 avaliacdo (21 dias) 23,83+8,99 28,14+18,86 22,92+11,41 | 199,83+45,78

42 avaliacdo (28 dias) 22,08+5,85 24.68+13,46 22,83+10,24 | 199,83+43,42

Pés-estudo 25,67+7,06 30,34+14,87 22,08+12,15 | 194,50+39,39
VALORES DE

~ 17-59 (U/L) 21-72 (U/L) 15-73 (U/L) 38-126 (U/L)
REFERENCIA

TABELA 06 — Parametros para avaliacdo da funcdo hepética semanal (média +

DP) em 12 voluntarios do sexo masculino apés uma administracdo diaria de 2

capsulas de Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Parametros avaliados (Funcédo Hepatica)
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Bilirrubina Total Proteinas totais Albumina
Pre-estudo- controle 0,65+0,17 7,37 £ 0,30 4,22 +£0,13
12 avaliacao (7 dias) 0,70%0,24 7,14 + 0,23 4,13+0,17
22 avaliacdo (14 dias) 0,67+0,23 7,06 £ 0,21 4,16 £ 0,19
32 avaliacdo (21 dias) 0,72+0,23 7,18 + 0,30 4,13+0,19
42 avaliacéo (28 dias) 0,58+0,18 7,08 £ 0,21 4,13+0,12
Pdés-estudo 0,73+0,28 7,18 +£0,21 4,18 + 0,12
VALORIAES P 0,2-1,3 (mg/dL) 6,3-8,2 (g/dL) 3,4-4,8 (g/dL)
REFERENCIA

TABELA 07 — Paréametros para avaliacdo da funcdo hepética semanal (média +

DP) em 12 voluntarios do sexo feminino apds uma administracdo diaria de 2

capsulas de Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Parametros avaliados (Funcédo Hepética)

Periodo Fostal
TGO TGP Gama GT ostaiase
alcalina
Pré-estudo-
17,25+ 6,18 14,84+6,82 15,08+6,92 153,42+46,80
controle
12 avaliacao (7
_ 17,00+4,67 13,9745,31 16,25+9,91 137,50+41,86
dias)
22 avaliacao (14
. 16,42+4,34 14,55+7,06 15,83+£10,03 | 130,25+38,07
dias)
32 avaliacdo (21
_ 16,58+4,10 14,74+7,62 15,08+7,50 154,00+£39,13
dias)
42 avaliacao (28
. 16,92+4,21 12,98+5,14 15,75+7,06 154,92+48,19
dias)
Pés-estudo 17,50+4,81 14,2045,92 16,50+6,69 153,83+44,53
VALORES DE
_ 17-59 (U/L) 21-72 (U/L) 15-73 (U/L) 38-126 (U/L)
REFERENCIA
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TABELA 08 — Parametros para avaliacdo da funcdo hepética semanal (média +

DP) em 12 voluntarios do sexo feminino ap6s uma administracdo diaria de 2

capsulas de Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Parametros avaliados (Func¢éo Hepatica)

Periodo
Bilirrubina Total Proteinas totais Albumina
Pre-estudo- controle 0,65+0,35 7,34+ 0,46 4,05+0,24
12 avaliacao (7 dias) 0,68+0,34 6,98 + 0,32 3,95+ 0,22
22 avaliacdo (14 dias) 0,49+0,19 6,97 + 0,31 3,98+0,12
32 avaliacdo (21 dias) 0,51+0,15 6,95+ 0,33 3,84 £0,23
42 avaliacao (28 dias) 0,60+0,26 7,01 +0,40 3,93+0,17
Pds-estudo 0,69+0,31 8,91+0,28 3,87+ 0,20
VALORAES PE 0,2-1,3 (mg/dL) 6,3-8,2 (g/dL) 3,4-4,8 (g/dL)
REFERENCIA

TABELA 09 — Parametros renais avaliados semanalmente (média + DP) em 12

voluntarios do sexo masculino apds uma administracdo diaria de 2 capsulas de

Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Parametros Avaliados (Funcao Renal)

Periodo
Uréia Creatinina
Pré-estudo- controle 27,23+3,33 0,82+0,11
12 avaliacao (7 dias) 22,84+4,68 0,79+0,12
22 avaliacéo (14
_ 25,93+6,07 0,88+0,08
dias)
32 avaliacdo (21
_ 28,3549,03 0,92+0,12
dias)
42 avaliacéo (28
_ 26,39+5,74 0,83+0,11
dias)
Pés-estudo 30,3348,32 0,83+0,33
VALORES DE

REFERENCIA

15-43 (mg/dL)

0,7-1,4 (mg/dL)
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Tabela 10: Parametros renais avaliados semanalmente (média + DP) em 12

voluntarios do sexo feminino apds uma administracdo diaria de 2 capsulas de

Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Parametros Avaliados (Fungdo Renal)

Periodo
Uréia Creatinina
Pré-estudo- controle 20,87+6,47 0,63+0,12
12 avaliacao (7 dias) 16,98+6,17 0,55+0,08
22 avaliacdo (14
_ 22,0646,37 0,65+0,08
dias)
32 avaliacdo (21
_ 21,63+4,89 0,64+0,08
dias)
42 avaliacao (28
_ 19,78+3,64 0,58+0,08
dias)
Pdés-estudo 25,20+7,47 0,61+0,17
VALORES DE
_ 10-50 (mg/dL) 0,5-0,9 (mg/dL)
REFERENCIA

Tabela 11: Parametros metabdlicos avaliados semanalmente (média + DP) em 12

voluntarios do sexo masculino apés uma administracdo diaria de 2 capsulas de

Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Parametros avaliados (Funcédo Metabdlica)

Periodo .
Glicemia Colesterol Triglicerideo Acido Urico
total S
Pré-estudo- controle 85,08+8,56 170,33+35,96 | 113,50+52,29 5,23+0,52
12 avaliacao (7 dias) 84,50+£7,76 | 167,83£32,23 | 115,25+39,51 | 5,31 +0,80
22 avaliacdo (14
_ 90,7546,22 | 167,83+33,32 | 125,83464,39 | 4,99 +0,75
dias)
32 avaliagéo (21 86,50+8,25 | 168,83+£33,15 | 130,25+51,20 | 5,04 £ 0,85
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dias)
42 avaliacéo (28

_ 89,67+6,25 | 167,42+30,38 | 122,25+41,56 | 5,19+ 0,95
dias)
P6s-estudo 87,00+4,88 | 166,50+30,63 | 120,58+48,70 | 5,27 +0,61
VALORES DE 70-110 <200 <200 2,4-5,7
REFERENCIA (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Tabela 12: Pardmetros metabdlicos avaliados semanalmente (média + DP) em 12

voluntarios do sexo feminino apés uma administracao diaria de 2 cépsulas de

Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Periodo

Parametros avaliados (Funcao Metabdlica)

Glicemia Colesterol Triglicerideo Acido Urico
total S
Pré-estudo- controle | 84,67+8,50 168,67+32,36 | 78,42+34,85 4,08 £ 0,80
12 avaliacéo (7 dias) | 82,42+8,41 | 171,25%+29,15 | 79,58+35,56 4,08 + 0,66
22 avaliacao (14
_ 88,50+6,27 | 170,25+£29,06 | 74,17+27,32 3,97 £0,81
dias)
32 avaliacdo (21
. 86,33+6,30 | 168,33+£28,84 | 76,25+25,78 3,87 £ 0,92
dias)
42 avaliacéo (28
_ 88,6745,99 | 172,58+33,04 | 87,75+40,48 3,95+ 0,70
dias)
Pés-estudo 84,50+8,52 | 173,83£32,92 | 35,42+31,02 3,90+0,78
VALORES DE 70-110 <200 <200 2,4-5,7
REFERENCIA (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Tabela 13: Valores de eletrdlitos avaliados semanalmente (média + DP) em 12

voluntarios do sexo masculino apds uma administracdo diaria de 2 capsulas de

Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Periodo

Eletrolitos

Sodio

Potassio
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Pré-estudo-
141,92+5,68 4,18+0,33
controle
12 avaliacao (7
. 141,50+2,75 4,08+0,36
dias)
22 avaliacdo (14
_ 139,42+1,78 4,13+0,34
dias)
32 avaliacao (21
. 140,17+1,80 4,24+0,39
dias)
42 avaliacéo (28
_ 139,67+2,29 4,0810,24
dias)
Pés-estudo 140,25+1,54 4,12+0,15
VALORES DE
_ 135-145 (mmol/dL) 3,5-5,1 (mmol/dL)
REFERENCIA

Tabela 14: Valores dos eletrdlitos avaliados semanalmente (média + DP) em 12

voluntarios do sexo feminino apds uma administracdo diaria de 2 céapsulas de

Tamaril® durante 28 dias consecutivos.

Eletrolitos
Periodo
Sédio (mmol/dL) Potassio (mmol/dL)
Pré-estudo-
140,92+4,21 4,21+0,22
controle
12 avaliagao (7
_ 140,75+1,91 4,20+0,33
dias)
22 avaliagdo (14
_ 138,50+1,24 4,03+0,20
dias)
32 avaliacdo (21
_ 139,50+2,07 3,87+0,92
dias)
42 avaliacao (28
. 137,58+3,45 3,95+0,70
dias)
Pés-estudo 138,42+1,83 3,90+0,78
VALORES DE 135-145 (mmol/dL) 3,5-5,1 (mmol/dL)
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REFERENCIA
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