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Vieira da Motta VR. Exposi¢ao de pacientes com sindrome de dor miofascial (SDM) a
capsaicina: desenvolvimento de forma farmacéutica de uso tdpico com possivel agdo
analgésica. Botucatu. 2015. 182p. (Tese (Doutorado em Anestesiologia). Faculdade de
Medicina de Botucatu. UNESP-Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho™.

RESUMO

Introducio e Objetivo: a sindrome de dor miofascial (SDM) ¢ uma das causas mais
comuns de dor musculoesquelética. Esta dor pode se originar em um unico musculo e,
eventualmente, pode envolver multiplos musculos gerando padrdes complexos e
variaveis de sintomas dolorosos. Nesta pesquisa, utilizou-se a capsaicina em alta
concentragdo, produto natural obtido da pimenta vermelha e que hd muito ¢ empregada
para o alivio da dor, como alternativa ao tratamento da SDM. Assim, o objetivo deste
estudo foi desenvolver e avaliar a possivel acdo analgésica de uma forma farmacéutica
semi-solida (creme) de capsaicina 8% em pacientes com sindrome de dor miofascial.
Paralelamente avaliou-se a ocorréncia de efeitos de intolerancia cutanea relacionados ao
emprego topico da capsaicina, bem como as concentragdes de capsaicina plasmadtica e
finais, ap6s 10 meses de manufatura, nas formulagdoes. Material e Métodos: foram
desenvolvidas as formulagdes Fcl (férmula creme base) e Fc2 (formula creme base +
capsaicina 8%). As mesmas foram submetidas aos ensaios microbiologicos, fisicos e
quimicos para avaliacdo da qualidade, conforme preconizado pela ANVISA. Este
estudo prospectivo e randomizado foi desenvolvido no Servigo de Terapia Antélgica e
Cuidados Paliativos (TACP) da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Os 40
pacientes participantes foram alocados em dois grupos, Fcl e Fc2. Sempre em ambito
hospitalar, os cremes foram administrados topicamente, conforme o grupo, com o
emprego prévio de anestésico local topico por 50 minutos. Para tal, escolheu-se o ponto-
gatilho (PG) que mais provocava desconforto e dor a palpagdo para a aplicacdo topica
das formulagdes na quantidade de 10 g em area delimitada de aproximadamente 24 mm
e superficialmente a este ponto. Apds 30 minutos da aplicagdo o produto foi retirado,
tendo sido avaliados os pardmetros de tolerabilidade a pele. A dor foi quantificada
imediatamente, antes e durante a aplicacdo da formulagdo, assim como uma hora, sete

dias, 30 dias e 60 dias apds a sua retirada. Para tal, empregou-se escala numérica verbal



(0 a 10, sendo 0 auséncia de dor e 10 a pior dor imaginavel). Depois da retiradas das
formulagdes da pele realizou-se a coleta das amostras sanguineas para quantificagdo da
concentracdo plasmatica da capsaicina por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Determinou-se também a concentracao de capsaicina nos cremes
apods 10 meses da sua producao.

Resultados: observou-se que nenhum dos pacientes do grupo Fcl apresentou hiperemia
ou sensagdo de queimagdo cutidnea no local da aplicagdo. No grupo Fc2, 85% dos
individuos apresentaram hiperemia ou queimacgao 15 minutos apds a aplicagdao do creme
e que desapareceu 24 horas apds. A intensidade da dor do grupo Fc2 diminuiu de
maneira estatisticamente significativa em todos os periodos ¢ momentos avaliados, até o
60° dia de avaliagdo (p<0,0001). Na determinacdo da concentracdo plasmatica de
capsaicina por meio da CLAE foram observados niveis plasmaticos de capsaicina que
oscilaram entre 0,006 e 2,53 pg/mL nas amostras de pacientes que receberam a
formulagdo Fc2, enquanto que na maioria dos pacientes que receberam a formulagio
Fcl nao foram encontradas concentracdes plasmaticas significativas de capsaicina. A
formulagdo Fc2 sofreu, apdés 10 meses de producdo, perda de 5,30 g de capsaicina.
Conclusdo: a administracdo das formulagdes ndo ocasionaram lesdes agudas ou
cronicas na pele dos pacientes, sendo que a formulagdo de capsaicina 8% foi bem
tolerada. Ocorreu absorcdo cutinea da capsaicina na concentragdo topicamente
administrada, que se mostrou eficaz no tratamento da dor de SDM por até 60 dias apds
unica aplicacdo topica. A concentracdo de capsaicina na formula¢do Fc2 diminuiu 10

meses de sua producao.

Palavras-chave: capsaicina, administragao topica, ponto-gatilho, sindromes de dor

miofascial.



Vieira da Motta VR. Exposure of patients with myofascial pain syndrome (MPS) to capsaicin:
development of pharmaceutical form for topical use with possible analgesic action. Botucatu,
2015. 182p. Thesis (PhD in Anesthesiology). Botucatu Medical School. UNESP-Univ. Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Background and Objective: myofascial pain syndrome (MPS) is one of the most
common causes of musculoskeletal pain. This pain may originate in a single muscle and
eventually may involve multiple muscles generating complex patterns and variable
painful symptoms. In this study capsaicin, a natural product obtained from red pepper,
was formulated in a high concentration. Capsaicin, which has long been used for the
management of pain, was tested as an alternative to the management of the MPS. The
objective of this study was to develop and evaluate the potential analgesic action of a
semi-solid formulation (cream) containing capsaicin 8% on myofascial pain syndrome
patients. At the same time we evaluated the occurrence of cutaneous side effects related
to the topic use of capsaicin, as well as the plasma capsaicin concentrations result of its
use. Also the residual capsaicin concentration was tested in the formulations after 10
months of manufacturing. Methods: two formulations were developed: Fcl (based
cream formula) and Fc2 (cream formula base + capsaicin 8%). The formulations were
submitted to microbiological tests, physical and chemical quality evaluation, as
recommended by ANVISA. This prospective, randomized study was conducted in Pain
Management and Palliative Care Service (TACP), Botucatu, Botucatu Medical School,
UNESP. The 40 participating patients were assigned into two groups, Fcl and Fc2. The
clinical tests were carried out at the hospital; the creams were administered topically, as
per assigned group, with the prior use of topical local anesthetic for 50 minutes. The
trigger point (PQG) that aroused more discomfort and pain on palpation was chosen for
topical application of the formulations (10 g) in an enclosed area of about 24 mm and
above this point. After 30 minutes the product was removed and parameters of the skin
tolerability were evaluated. The pain was measured immediately before and during
application of the formulation, as well as one hour, seven days, 30 days and 60 days
after its skin removal. For doing this we employed a verbal numeric scale (0 to 10, 0
equals to no pain and 10 the worst pain imaginable). After the cleansing of skin

formulations blood samples were harvested for assessment of capasaicin plasma



concentration by high performance liquid chromatography (HPLC). We also measured
the remaining concentration of the capsaicin creams after 10 months of its production.

Results: none of the patients in the group Fcl presented any side effect at the
application site. In Fc2 group 85% of individuals presented redness or skin burning 15
minutes after application of the cream and that disappeared 24 hours later. The pain
intensity of Fc2 group decreased in a statistically significant way in all time points, until
the 60" day of evaluation (p <0.0001). Plasma levels of capsaicin, ranging between
0.006 and 2.53 mg/mL, were detected in Fc2 samples, whereas in the majority of
patients receiving Fcl formulation did not present significant plasma concentrations of
capsaicin. Fc2 formulation presented, after 10 months of production, loss of 5.30 g of
capsaicin. Conclusion: the administration of the formulations did not cause serious
acute or chronic skin lesions of patients, and the formulation of capsaicin 8% was well
tolerated. Topically administered capsaicin in high concentration proved to be effective
for the treatment of MPS for up to 60 days after a single use. The capsaicin

concentration of Fc2 formulation decreased after 10 months of its production.

Keywords: capsaicin, topical administration, trigger point, myofascial pain syndromes.
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1 INTRODUCAO

Considerada um relevante problema de saide e comumente encontrada em
centros de dor e clinicas de diversas especialidades, a sindrome dolorosa miofascial
(SDM) ¢ uma das causas mais comuns de dor musculoesquelética. Acomete musculos,
tecido conectivo e fascias, principalmente na regido cervical, cintura escapular e lombar.
A dor e a incapacidade geradas pelas SDMs podem ser bastante significativas. Varias
sinonimias foram utilizadas para essas condi¢cdes: mialgia, miosite, miofasceite,
miofibrosite, miogelose, fibrosite, reumatismo muscular ou de partes moles e tensdo
muscular (Yeng et al., 2003).

Apesar de a SDM ser uma das causas mais comuns de dor e incapacidade em
doentes que apresentam algia de origem musculoesquelética, muitos profissionais da
area de satde e doentes ndo a reconhecem, pois o diagnostico depende exclusivamente
da historia clinica e dos achados do exame fisico. Muitos destes doentes sdo tratados
como se tivessem bursite, artrites, tendinites ou doengas viscerais, sem haver melhora
significativa do quadro clinico com os tratamentos propostos. A exata prevaléncia da
SDM na populacao ¢ dificil de ser determinada, pois os critérios de diagndstico sdo
clinicos e dependem do achado de pontos-gatilho (PG) e de bandas de tensdo, sendo
necessario que o profissional seja treinado para identifica-los. (Fishbain et al., 1986;
Gerwin, 1995; Glogowski e Wallraff, 1951; Newham e Mills, 1999; Rosomoff et al.,
1989; Schiffman et al., 1990).

Atualmente, ainda ndo estdo claramente determinados quais sdo os sinais e
sintomas sugestivos de SDM e que podem ser agrupados de forma a favorecer um
diagnodstico correto. Aceita-se que as sindromes algicas funcionais, que se expressam
como dor muscular, devam ser classificadas como sindrome dolorosa miofascial,
quando regionalizadas, e como fibromialgia, quando a dor ¢ difusa (Simons, 1988;
Yunus et al., 1988; Travell e Simons, 1992; Wolfe et al., 1992).

A dor ¢ definida como experiéncia emocional desagradavel relacionada a um
dano tecidual real ou potencial (Merskey e Bogduk, 1994), sendo dividida nos tipos
“nociceptiva” e “neuropatica”. A dor nociceptiva ocorre por ativagdo fisioldgica de

receptores da dor, chamados nociceptores e estd relacionada a ocorréncia de lesdo de
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tecidos 6sseos, musculares, ligamentares entre outros que sdo inervados (Bennett et al.,
20006). Ja a dor neuropatica ¢ definida como aquela iniciada por lesdo ou disfun¢do do
sistema nervoso sensitivo propriamente, sendo melhor compreendida como resultado da
ativacdo anormal da via nociceptiva (fibras de pequeno calibre e trato espinotalamico)
(Merskey e Bogduk, 1994), ou supressdo das vias inibidoras da dor. Apesar da dor na
sindrome dolorosa miofascial poder iniciar-se apds evento nociceptivo, como
microtraumatismo, contusdo, estiramento, torcao ou esfor¢o fisico, geralmente ela
ocorre de modo insidioso, € o evento causal ou precipitante ¢ desconhecido. A dor ¢
caracterizada como peso ou queimor e pode inicialmente manifestar-se no musculo e
permanecer localizada ou comprometer outras areas (Loeser € Melzack, 1999; Melzack,
1999; Yeng et al., 2003).

De maneira geral, a dor desempenha uma fungio bioldgica essencial. E a
resposta do organismo a um determinado ou potencial trauma. Porém, em algumas
situacdes, ela perde sua fungdo bioldgica e passa a ser a consequéncia de situacdes
clinicas refratarias ao tratamento. Por isso, a importancia em se propor novas técnicas
analgésicas, o que representa um grande desafio atual (Bennett et al., 2006). No caso da
SDM a dor ¢ causada por pontos-gatilho (PG), ou pontos dolorosos especificos, € o
agulhamento seco ou a infiltragdo com anestésicos locais a alivia ou a abole. Esta
manobra constitui um dos possiveis critérios diagnosticos da SDM (Weeks e Travell,
1957; Gunn, 1976; Fischer, 1987; Musse, 1994; Teixeira et al., 1998).

Os analgésicos e anti-inflamatorios sdo importantes aliados no controle da dor e
podem ser a primeira atitude terapéutica frente a SDM. Entretanto, o uso cronico de
anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINE®s) em casos de SDM nao se revelou eficaz,
assim como os relaxantes musculares de agdo periférica. O relaxante muscular de agdo
central mais utilizado ¢ a ciclobenzaprina, sendo este farmaco mais efetivo no
tratamento da SDM associada ao diagnostico de fibromialgia. A tizanadina, outro
relaxante muscular de agdo central, proporciona decréscimo de dor e melhora da
mobilidade e bem estar (Okifuji et al., 2000).

Aos analgésicos e miorrelaxantes podem se associar alguns farmacos
psicotropicos. Os antidepressivos triciclicos (amitriptilina, clorimipramina, nortriptilina)
em baixas doses, assim como alguns inibidores especificos de recaptacao de serotonina
e noradrenalina (venfalaxina, mirtazapina), sdo agentes que, além do efeito analgésico,

normalizam o padrdo do sono e relaxam os musculos. Podem ser associados as
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fenotiazinas  (clorpromazina, levomepromazina, propericiazina), pois estas
proporcionam analgesia, ansidlise, estabilizacdo do humor e modifica¢do na simbologia
da dor (Bonica, 1974).

Os benzodiazepinicos, outros psicotropicos utilizados, sdao depressores do
sistema nervoso central (SNC) e miorrelaxantes, sendo que o uso prolongado
proporciona mais desvantagens que beneficios (Lin et al., 1997; Teixeira, 1997,
Teixeira et al., 1998). O alprazolam, em combinacdo com o ibuprofeno, mostrou-se
eficaz no controle da fibromialgia (Russell, 1995). O cloxazolam e clonazepam sdo
utilizados na regulacdo do sono em doentes com SDM ou fibromialgia. Mais
recentemente, a gabapentina ¢ utilizada no controle da SDM.

Em vérios doentes, a terapia combinada ¢ mais eficaz que a monoterapia (Yeng,
et al., 2003). Nas ultimas décadas, alguns anestésicos locais como a lidocaina, a
bupivacaina e, mais recentemente, a levobupivacaina e a ropivacaina, tém sido
introduzidos na terapia da dor aguda e cronica, através de infiltragdes locais, na
tentativa de contribuir com a acdo dos farmacos ja utilizados (Simons et al., 1999;
Whiteside e Wildsmith, 2001).

Originaria da pimenta vermelha do género Capsicum, a capsaicina ¢ alcaloide
estavel que constitui um complexo de capsaicindides (componentes quimicos que dao as
pimentas sua ardéncia caracteristica). Ela corresponde a molécula ativa responsavel por
dessensibilizar os nociceptores (Epstein e Marcoe, 1994; Kalil-Gaspar, 2003). O efeito
analgésico obtido pela aplicagdo topica da capsaicina promove a deplecdo da substincia
P, um neuropeptideo presente em fibras nervosas sensitivas tipo C. Assim, a capsaicina
inibe a transmissao dos impulsos dolorosos at¢ o SNC. Este produto natural tem sido
empregado no alivio da dor associada com a neuropatia diabética, osteoartrite,
fibromialgia, psoriase, neuroalgia po6s-herpética e prurido (incluindo o prurido apds
hemodialise e o prurido anal). A capsaicina ¢ utilizada como analgésico topico em
concentracdes variando normalmente de 0,025% a 0,075%, veiculada na forma de
cremes, géis e pomadas. Para o tratamento da alopécia, a capsaicina ¢ usada nas
concentragdes de 0,001% a 0,003% em formulagdes de logdes capilares e xampus.
Cremes com capsaicina a 0,006% tém se demonstrado eficazes para aplicagdo perianal
no tratamento do prurido anal idiopatico intratavel (Lysy et al., 2003). A capsaicina
apresenta valores terapéuticos em neuralgia poés-herpética (Watson et al.,1993),

neuropatia diabética, sindrome de dor poés-mastectomia (Watson e Evans,1992). O grau
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de alivio geralmente ¢ modesto, embora alguns pacientes tenham reportado bons
resultados (Hersh et al., 1994).

A capsaicina pode estar indicada na dor neuropatica (DN) (Beltramo, 2009).
Mostra-se eficaz em neuralgia pos-herpética, lesao de nervo periférico, neuropatia mista
e neuropatia diabética com niimero necessario para tratar (NNT) de 6,7 (Finnerup et al.,
2005). Usada também em alta concentrag¢@o para neuralgia pos-herpética, como também
o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (Finnerup et al., 2010). Atualmente a
capsaicina topica, nas concentragdes de 0,025% a 0,075%, € considerada tratamento de
terceira linha da neuropatia periférica. Entretanto, a capsaicina na forma de adesivo, e
em concentragdo bem maior que aquelas encontradas na forma de pomada, tem sido
considerada mais eficaz. A capsaicina na concentracdo de 8% foi usada em vdrios
estudos neuralgia pos-herpética (NPH) e neuropatia dolorosa relacionada a infeccdo por
HIV (European Medicines Agency, 2011). Em dois estudos em NPH a aplica¢do unica
do adesivo de alta concentracdo de capsaicina, com intervalos de oito semanas, foi mais
eficaz em reduzir a dor a partir da segunda semana que os adesivos com baixa
concentragdo. Efeito semelhante também foi observado para doze semanas em analises
posteriores (Backonja et al., 2008; Qutenza, 2011). Entretanto, em outro estudo
conduzido em neuropatia de HIV, os efeitos dos adesivos de alta concentracdo ndo
diferiram dos adesivos de baixa concentragdao (European Medicines Agency, 2011).

Uma apresentacdo farmacéutica contendo alta concentracdo de capsaicina a 8%
(Qutenza®) ¢ aprovada para comercializagdo na Unido Europeia e nos Estados Unidos.
Uma tnica aplicacdo com duragdo de 60 minutos em pacientes com dor neuropatica
produziu alivio efetivo da dor por até¢ 12 semanas (Anand e Bley, 2011). A aplicag¢do do
adesivo de capsaicina em alta concentra¢do tem se mostrado segura e bem tolerada, e os
eventos adversos sdo limitados ao aumento transitorio da intensidade da dor e reacdes
locais como eritema (European Medicines Agency, 2010; Qutenza, 2011).

Como uma unica aplicagdo desta formulagdo de capsaicina pode reduzir a
intensidade da dor que persiste por dois a trés meses, o adesivo de capsaicina em alta
concentragdo tem potencial de se tornar um novo acréscimo aos tratamentos
farmacologicos existentes para a dor neuropatica, que sao classicamente administrados
uma ou mais vezes ao dia. Os beneficios em longo prazo deste tratamento, entretanto,
ndo sdo conhecidos e a seguranca de aplicacdes repetidas da capsaicina em alta

concentragdo deve ser cuidadosamente avaliada, pois estudos de biopsia de pele
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mostraram denervacao epidérmica transitéria de pele (Polydefkis et al., 2004) que ¢
simultdnea a uma perda funcional sensorial, particularmente da sensacdo da dor
desencadeada pelo calor (Magerl et al., 2001). Ainda nao estdo disponiveis
apresentacoes de capsaicina em alta concentracao no Brasil.

Na terapéutica, via oral, a pimenta (Capsicum sp) ¢ estimulante do apetite e
auxiliar da digestdo, e o extrato dos frutos tem agdo protetora gastrica. A pungéncia ou
picancia deve-se aos alcaloides, ou mais especificamente, a dois capsaicinoides: a
diidrocapsaicina e a capsaicina, para qual foi descrita a atividade anticoagulante in vitro
(Reifschneider, 2000). Os frutos sao fontes importantes de trés antioxidantes naturais: a
vitamina C, os carotenoides (capsantina, alfa caroteno, violaxantina) ¢ a vitamina E,
prevenindo doencgas degenerativas como o cancer, as doencas cardiovasculares, a
catarata, o mal-de-Parkinson e o mal-de-Alzheimer, por sequestrarem radicais livres
(Reifschneider, 2000; Lorenzi e Matos, 2002). Também possuem flavonoides (apiina e
luteolina glicosilada) e vitaminas A, B1, B2.

Com o intuito de melhorar o tratamento da SDM e trazer beneficios a satide do
paciente, a proposta desse estudo visou desenvolver e avaliar a possivel a¢do analgésica
de uma forma farmacéutica semi-sélida (creme), com a adi¢dao de alta concentracdo de

capsaicina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Deor

A dor pode ser definida como uma experiéncia subjetiva que pode estar
associada a dano real ou potencial dos tecidos, ou descrita pelo paciente em termos
desses danos. Independente da aceitacdo dessa defini¢do, a dor € considerada como uma
experiéncia genuinamente subjetiva e pessoal. A percep¢do de dor € caracterizada como
uma experiéncia multidimensional, diversificando-se na qualidade e na intensidade
sensorial, sendo afetada por varidveis afetivo-motivacionais (Sousa, 2002). A dor ¢
compreendida como um fendmeno multifatorial, a lesdo tecidual, os aspectos
emocionais, socio-culturais e ambientais sdo fatores que compdem o fenomeno (Von
Korff et al., 1988; Jacob et al., 1996; Pimenta e Teixeira, 1997). Dor ¢ uma experiéncia
cotidiana nas institui¢des de satde, de trabalho e no domicilio. Em muitos casos, mais
do que um sintoma, a dor € a doenca em si, € seu controle € o objetivo do tratamento
(Rigotti e Ferreira, 2005).

Dor ¢ um sintoma frequente na pratica clinica e acomete o ser humano de forma
aguda e cronica. A dor aguda tem um papel fisioldgico importante, apresentando-se
como um sinal de alerta diante de possiveis ameagas. Ja a dor cronica ndo tem um papel
biologico definido e pode ser considerada como a que persiste além do tempo razoéavel
apos resolugdo da causa que a originou. Essa lltima forma de dor, em geral, ¢ tida como
patologica, estando associada a incapacidade e ao estresse fisico, econdmico e
emocional. E uma queixa comum em pacientes portadores de diferentes doengas e seu
tratamento ¢ um desafio para os profissionais de saide, que buscam incessantemente
novas estratégias terapéuticas (Kraychete e Rocha, 2005).

A dor aguda inicia-se com uma lesdo e substancias alogénicas sdo sintetizadas
no local, ou sdo liberadas, estimulando terminag¢des nervosas (nociceptores) de fibras
mielinizadas finas ou amielinicas. O impulso ¢ carreado através dessas fibras
nociceptivas para o corno posterior da medula ou para os nticleos sensitivos, no caso de
nervos cranianos. Nesses locais, pode ocorrer modulagao (amplificacdo ou supressao)

do sinal, antes de ser projetado para as areas especificas do tronco cerebral, talamo,
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hipotadlamo e cortex cerebral, onde ¢ interpretado. Ao longo dessas vias de condugdo da
dor geram-se reflexos que envolvem alteragdes neuroenddcrinas (Drummond, 2000).
Dor, na situacao cronica, € aquela que persiste apdés um tempo razoavel para a cura de
uma lesdo, ou que esta associada a processos patoldgicos cronicos. Apresenta-se com
mais de trés meses de duragdo e se manifesta de modo continuo ou recorrente (Merskey
e Bogduk, 1994).

Dor, na forma aguda ou cronica, ¢ a principal razao de procura pelo sistema
unico de saude e esta entre as principais causas de absenteismo ao trabalho. Dor cronica
¢ mais que um sintoma. Sua presenga constante ¢ duragdo prolongada sdo muito
perturbadoras. Acarreta alteragdes nas atividades fisicas, no sono, na vida sexual,
modificacdo do humor, baixa autoestima, pensamentos negativos, aprecia¢do
desesperancada da vida, altera relagdes familiares, de trabalho e de lazer (Pimenta,
1999).

A intensidade dolorosa é componente de grande expressdo da experiéncia
dolorosa e ¢ a caracteristica da dor mais frequentemente aferida na pratica clinica e em
pesquisa; ¢ indispensavel para o planejamento da terapia antalgica e verificagdo da
adequacdo do esquema proposto. Varios métodos sdo utilizados para mensurar a
percepcao e sensacdo da dor. Alguns instrumentos de avaliagdo da dor sdo ditos
unidimensionais, pois consideram a sua intensidade como sendo uma experiéncia
simples. Um desses instrumentos ¢ a escala visual analogica (EVA), que consiste de
uma linha reta, ndo numerada, onde uma extremidade corresponde a “auséncia de dor”,
e a outra a “pior dor imaginavel” (Righotti e Ferreira, 2005).

Outra forma unidimensional de avaliar a dor sdo as escalas numéricas e de
descritores verbais. As escalas numéricas sdo comumente graduadas de 0 a 10, onde
zero significa auséncia de dor e 10 significa a pior dor imaginavel. Apesar de simples,

essa escala ¢ muito utilizada para o reajuste terapéutico (Pimenta, 1997).

2.1.1 Sindrome de dor miofascial

Em 1992, Travell sugeriu a terminologia dor miofascial e sindrome dolorosa
miofascial (SDM) para designar afeccdes de miofilamentos de contragdo de fibras
vermelhas e brancas do musculo esquelético (Simons, 1976). A dor miofascial ¢

caracterizada pela existéncia de musculos que estdo em um estado reduzido, ou
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contraidos, com aumento do tonus e rigidez, e que contém PG, pontos dolorosos
(Simons et al., 1999; Wheeler e Aaron, 2001). A dor miofascial ¢ definida como dor que
se origina a partir de PG miofasciais no musculo esquelético. Presente
predominantemente nas sindromes de dor musculo-esqueléticas regionais, quer
isoladamente ou em combinacdo com outros geradores de dor. A avaliacdo adequada e
gestao da dor miofascial ¢ parte importante da reabilitacdo musculo-esquelética (Borg-
Stein e Simons, 2002).

O musculo contendo PG apresenta: fadiga, fraqueza, tensdo e espasmo. Observa-
se restricdo do movimento do musculo afetado e, como consequéncia, o paciente
assume posicao antalgica, o que mantém a contratura muscular e, consequentemente, a
dor (Kraus e Fisher, 1991). Essa restricdo de movimentagdo perpetua os PG e leva a
formag¢do de outros. O musculo também pode estar encurtado, sendo muito doloroso o
seu alongamento. Pode haver rigidez articular, edema e parestesia. Digito pressdo
exercida sobre o PG provoca dor intensa (Issy e Sakata, 2005).

A SDM tem uma alta prevaléncia entre os individuos com queixas de dor
regional. A prevaléncia varia de 21% dos pacientes atendidos em uma clinica ortopédica
geral, a 30% dos pacientes gerais de clinica médica com dor regional, como pode atingir
85% a 93% dos pacientes em centros especializados em tratamento da dor (Skootsky et
al., 1989; Kaergaard e Andersen, 2000). Estudos realizados em centros de tratamento da
dor e em clinicas de diversas especialidades indicam que ocorre SDM em 21% a 93%
dos individuos com queixas de dor regionalizada (Fishbain et al., 1986; Gerwin,1995;
Glogowski e Wallraff, 1951; Newham e Mills, 1999; Rosomoff et al., 1989; Schiffman
et al., 1990).

Os PG redefinidos como pontos dolorosos profundos circunscritos com resposta
contratil localizada ao serem pressionados ou agulhados e que, quando estimulados,
ocasionam dor referida (Simons, 1976). PGs sdao nddulos firmes de tamanho 3-6 mm,
que sdo encontrados no exame palpatdrio. (Simons et al.,, 1999). Os PG ativos sao
normalmente identificados nos musculos posturais da regido cervical, cintura escapular
e pélvica, escaleno, esternocleidomastoideo, elevador da escapula, quadrado lombar e
musculatura mastigatoria (Fricton et al., 1985; Headley, 1900; Simons, 1996; Skootsky
et al., 1989; Travell et al., 1942).

Segundo Yeng et al., 2003, as caracteristicas da SDM sao:

* dor difusa em um musculo ou grupo de musculos;
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* dor regional em peso, queimor ou latejamento, surtos de dor, referéncia de
dor a distancia e, as vezes, queixas de parestesias (sem padrdo neuropatico);

* banda muscular tensa palpavel contendo PG;

* auséncia de padrdo de dor radicular ou neuropatica;

» reproducdo das queixas ou alteracdes das sensagdes durante a compressao
do ponto mialgico;

» alivio da dor apds o estiramento do musculo ou apo6s a infiltragao do ponto
sensivel;

* possivel limitagdo da amplitude de movimento;

* encurtamento muscular ao estiramento passivo;

* possivel reducao da forca muscular.

2.1.2 Diagnéstico

Os critérios de diagnostico sao clinicos ¢ dependem do achado de PG e de
bandas de tensdo, sendo necessario que o profissional seja treinado para identifica-lo. O
diagnostico da SDM depende exclusivamente do histdrico e exame fisico do paciente e
na identificagdo dos PG, ou ponto doloroso, numa banda de tensdo e na reproducdo da
dor, sendo esses os critérios minimos para o diagndstico.

Os PG podem ser palpados e geralmente estdo associados a presenca de banda
tensa ou “nddulo muscular”’. Os PG sdo decorrentes de sobrecargas dindmicas
(traumatismos, excesso de uso) ou estaticas (sobrecargas posturais), ocorridas durante as
atividades ocupacionais e da vida didria. Em alguns casos, a tensdo e o encurtamento
muscular geram inflamacdo no local da insercdo dos feixes musculares, tenddes ou
ligamentos nas articulagcdes ou estruturas Osseas, ocasionando entesites ou entesopatias
(Simons, 1988; Travell e Simon, 1992; Yeng et al., 2003).

A SDM nio diagnosticada e tratada torna-se cronica. A ndo identificagdo da
SDM ¢ responsavel por numerosos diagnodsticos erroneos e insucessos terapéuticos de
sintomas dolorosos cronicos, perda da produtividade e aumento de compensacdes.
Muitos doentes com SDM sdo rotulados como neurdticos ou portadores de

anormalidades psicossomaticas (Bonica, 1953; Fishbain et al., 1986).

Revisao da Literatura



31

Gerwin, 2013, descreveu passo a passo o processo de identificagdo dos PG. Esse

protocolo de identificagdo dos PG ¢ usado na clinica de dor e medicina de reabilitagdo

do referido autor, em Bethesda, Maryland, como segue abaixo.

1.

Obtenha a historia do paciente e utilize um desenho para identificar os locais

dolorosos:

A) a historia identifica as areas afetadas pela dor e sugere possiveis
fatores que provocam a dor;

B) o desenho mostra a dor que o paciente sente.

Realizar exame:

A) selecione um musculo cujos PG podem referir dor para uma area
afetada;

B) coloque a mao suavemente sobre o paciente em um local ndo doloroso
a distancia do ponto de disparo. Esse primeiro contato ¢ ameacador, o
movimentos do paciente sdo agora controlados pelo médico;

C) palpar o musculo para as bandas tensas;

D) mova os dedos ao longo da faixa esticada para encontrar o ponto-
gatilho mais dificil e mais sensivel na banda esticada.

Comprima o ponto de disparo manualmente:

A) pergunte ao paciente se o local € doloroso, em caso afirmativo;

B) pergunte ao paciente se a dor se assemelha a sua dor de costume.

Comprima o ponto de disparo de 5 a 10 segundos e, em seguida, pergunte se

ha dor ou alguma sensagdo a distancia do ponto-gatilho (dor referida).

2.1.3 Tratamento da sindrome de dor miofascial

O tratamento da SDM consiste no agulhamento dos PG e na interrupgao do ciclo

vicioso dor espasmo dor (Lin et al., 1998; Teixeira, 1997; Teixeira et al., 1998; Travell e

Simon, 1992). Baseia-se na eliminagdo das causas e no controle da dor através dos

medicamentos, como também através do agulhamento dos PG, reabilitagio muscular e

na remocdo dos fatores perpetuantes ou agravantes (anormalidades psicologicas e

posturais, afeccdes associadas) (Newham et al., 1994; Rothman e Simeone, 1975).

Exercicios, alongamentos, acupuntura, medidas fisiatricas e estimulacdo elétrica

transcutanea, técnicas de relaxamento e de suporte psicoldgicos sao necessarios nestes
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casos (Lewit, 1979). A inativagdo dos PG deve ser realizada com cuidado, pois vasos,
visceras digestivas ou ndo, estruturas nervosas e respiratorias podem ser traumatizadas
durante o agulhamento ou a infiltragdo (Rubin, 1981; Simons, 1990).

Tratamentos comumente usados para a SDM incluem as terapias térmicas, gelo
para as primeiras 24-48 horas da dor e depois calor, compressao para controlar o edema
associado. Em alguns pacientes um espartilho ou cinta pode fornecer suporte em toda
articulacdo afetada (Wheeler e Aaron, 2001; Noonan e Garret, 1999). A crioterapia,
aplicando-se gelo desde a origem até a insercdo, ao longo de um musculo dolorido,
provavelmente aumenta os mecanismos inibitdrios no segmento vertebral, como
também, inibe a transmissdo da dor, espasmo muscular e inflamag¢ao (Downer, 1970;
Waylonis, 1967).

Os relaxantes musculares empregados com frequéncia na SDM sdo:
ciclobenzaprina, baclofeno, carisoprodol, tizanidina e orfenadrina. Os antidepressivos
triciclicos (amitriptilina, imipramina, nortriptilina) s3o usados para sindrome miofascial
cronica. Os inibidores seletivos da receptacdo de serotonina podem ser indicados para o
alivio da dor quando nao se podem utilizar os triciclicos. As doses dos antidepressivos
sdo: amitriptilina 12,5-50 mg/dia), nortriptilina (25-50 mg/dose), fluoxetina (20
mg/dose) e sertralina (50 mg/dose). Os opioides sao utilizados para SDM quando nao
houve melhora da dor com anti-inflamatorios e outras medidas. Os mais usados sdo:
codeina (30-60 mg/4-6 horas) e tramadol (50-100 mg/4-6 horas). A inje¢do de PG ¢
realizada com anestésico local (bupivacaina a 0,25%, lidocaina a 1%) ou opidide
(morfina, fentanil) em pequenos volumes (0,5-1 mL), (Issy e Sakata, 2005).

Os anti-inflamatorios nao estereoidais (AINEs) tém sido defendidos para o alivio
da dor e para atenuar a inflamagdo (Noonan e Garret, 1999). Ensaios clinicos bem
realizados demonstraram AINEs, como sendo uteis como um tratamento para a dor;
entretanto, o uso em longo prazo de AINEs deve ser desencorajado por causa da
frequente ocorréncia de efeitos adversos renais e gastrointestinais (Wheeler e Hanley,
1995; Deyo, 1997). Além disso, os efeitos destes medicamentos no tratamento da dor
musculoesquelética cronica permanecem obscuros, € nenhum estudo demonstrou
superioridade sobre o acido acetilsalicilico (aspirina) (Deyo, 1997).

Os opioides sdao medicagdes comumente utilizadas na pratica clinica para o
tratamento da dor em pacientes portadores de doengas agudas e cronicas (Rocha et al.,

2005). Baixas doses de opioides podem ser tteis ao tratamento da dor miofascial, mas o
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uso em longo prazo pode levar a comportamentos aberrantes, tais como o abuso de
drogas e dependéncia quimica (Argoff ¢ Wheeler, 1998).

Os antidepressivos triciclicos (ACTs) sdo medicamentos ja consagrados no
tratamento da dor cronica. O seu papel na modula¢do da dor estd documentado no que
diz respeito a sua a¢do sobre a recaptagdo da serotonina e da noradrenalina, substancias
que estdo envolvidas na inibi¢do da transmissdo do estimulo algico (Rocha et al., 2005).
As benzodiazepinas podem ser adequadas para pacientes com estados de ansiedade
simultaneas e em tais pacientes clonazepam deve ser considerado. Clonazepam ¢ um
benzodiazepinico que opera através de acido y-aminobutirico (GABA) mediada por
mecanismos através dos neurdnios internuncial da medula espinhal para proporcionar
relaxamento muscular (Harkens et al., 1991).

Algumas inje¢des terapéuticas nos PG sdo comuns de serem realizadas e
incluem anestésicos locais (LAS), corticosteroides e soro fisioldgico; menos
comumente, os agentes neuroliticos ou agulhamento seco sdo executados (Wheeler,
2004). Corticosteroides injetaveis nos PG tém sido defendidos por muitos para o
tratamento da dor miofascial, exceto quando hé infeccdo na pele ou a mesma apresente
colapso presente no local de destino, ou em doentes com diabetes mellitus mal
controlado (Noerdlinger e Fadale, 2001). As reacdes adversas comuns das injecdes de
corticosteroides incluem tonturas, nervosismo, rubor facial, insonia e transitorio
aumento do apetite. Cuidados sdo recomendados principalmente nos pacientes que
apresentam a doenca Ulcera péptica ativa, colite ulcerativa, infec¢do ativa, hipertensao,

insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca renal ou doenga psiquiatrica (Dreyer, 2000).

Fonte: Issy e Sakata, 2005

Figura 1 - Infiltragdo de PG.
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Ap6s localizagdo de todos os pontos, conforme a figura 1 introduz-se a agulha
perpendicularmente até atingir o ponto doloroso onde é injetada a medicagdo. E
importante que seja realizada injecao de todos os pontos-gatilhos para alivio adequado

da dor (Issy e Sakata, 2005).
2.1.4 Analgésicos topicos

Sao formulagdes topicas que quando aplicadas nas proximidades da area afetada,
exercem ac¢do analgésica associada ao aumento da concentragdo do medicamento no
tecido alvo e a reduzida concentragao sérica (Flores et al., 2012).

Os AINEs sdo os medicamentos de uso topicos mais utilizados na pratica clinica.
O mecanismo de agdo consiste na inibicdo da enzima ciclo-oxigenase tipo um e tipo
dois com consequente reducdo da sintese de prostaglandinas e da sensibilizacdo de
terminacdes nervosas nos tecidos periféricos, sitio comum de dor e inflamagdo. Os
anestésicos topicos como o creme EMLA®™ (lidocaina 4%) podem ser utilizados para
anestesia da pele para pungdes venosas, para puncao lombar, para injecao intramuscular
e para circuncisdo. Alguns trabalhos tém explorado a utilizagdo de creme de EMLA na
neuralgia pos-herpética, mas poucos t€ém demonstrado eficicia (McCleane, 2007).
Trabalhos que envolvem a utilizacdo de adesivos, tipo “patch”, de lidocaina a 5% tém
produzido resultados mais consistentes no tratamento da dor neuropatica (Lai et al.,
2004).

Os antidepressivos triciclicos estdo bem-estabelecidos como medicagdes
analgésicas. O uso topico de formulag¢do contendo amitriptilina a 4% e cetamina a 2%
foi eficaz em reduzir a dor neuropdtica apds trés semanas de tratamento (Dogrul e
Uzbay, 2004). A formulagdo de amitriptilina a 5%, no entanto ndo se mostrou eficaz,
demonstrando a importancia da associagdo de diferentes farmacos com mecanismos de
acdo distintos para um melhor controle da dor (Byas-Smith et al., 1995). A doxepina,
um antidepressivo triciclico com mecanismo de agdo semelhante ao da amitriptilina,
quando administrado topicamente a 5%, foi eficaz em reduzir a dor apos duas semanas
de uso em pacientes com dor neuropdtica, em pacientes com mucosite bucal relacionada
ao cancer e em paciente com sindrome dolorosa complexa regional tipo I (Byas-Smith

et al., 1995; Lockhart, 2004).
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A capsaicina topica a 0,075% apresenta mecanismo de a¢do que consiste na
ligagdo a nociceptores cutdneos observando-se inicialmente um estado de excitagdo
neuronal ¢ aumento da sensibilidade local. Nesta fase identificam-se sensacdes de
queimagao, picada e prurido, associados a vasodilatacdo cutanea. Estas manifestacdes
sdo atribuidas a estimulacdo de fibras aferentes do tipo C e a liberagdo de substancia P.
Em seguida, ocorre um periodo refratario, com reducdo da sensibilidade, que se torna
persistente apos aplicagdes repetidas, em fung¢dao da deple¢do de substancia P e da
degeneracdo de fibras nervosas periféricas (Barbano et al., 2004). Nao se conhece os

possiveis efeitos do seu uso prolongado (Attal et al., 1999).

2.1.5 Capsaicina

Uma das principais caracteristicas culturais das tribos indigenas que habitavam
as terras brasileiras na época do descobrimento era o cultivo de pimentas. Apos o
descobrimento, as sementes ¢ frutos de pimentas passaram a ser cada vez mais
cultivados, disseminados entre varios povos e utilizadas de diversas formas
(Reifschneider, 2000). As pimentas do género Capsicum sdo as principais especiarias
originarias do continente americano (Maistre, 1964) sendo cultivadas atualmente em
regides tropicais e temperadas de todo o mundo, como especiaria ou hortaliga (Heiser,
1979). A origem do nome Capsicum parece estar ligada a derivacdo da palavra grega
kapto, cujo significado € “picar” e kapsakes que significa “cépsula” (Nuez et al., 1996).

Originada da pimenta vermelha, do género Capsicum (Figura 2), a capsaicina ¢
um alcaloide estdvel que constitui um complexo de capsaicinoides (componentes
quimicos que ddo as pimentas sua ardéncia caracteristica). Capsaicina (trans-8-metil-N-
vanilil-6-nonenamida) corresponde a molécula ativa responsavel por dessensibilizar as

fibras do tipo C (Epstein e Marcoe, 1994; Kalil-Gaspar, 2003).
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Figura 2 - Pimenta vermelha.

As pimentas, em geral, s3o conhecidas pelo seu alto teor de vitamina C sendo
comparadas a frutos como a goiaba, superando os teores encontrados em frutas citricas
(Carvalho, 1984). As espécies do género Capsicum vém sendo estudadas por
pesquisadores do mundo inteiro e os estudos conferem a capsaicina uma atividade
antihiperlipidémica (Kuda et al.; 2004), propriedades anti-inflamatorias (Surh e Lee,
2002), antioxidantes (Surh e Lee, 2002; Ganji, 2004), além de efeito quimiopreventivo
(Surh e Lee, 2002; Lee et al., 2005) e efetivas no tratamento de um numero de
desordens de fibras nervosas, incluindo dor associada com artrite, cistite e neuropatia
diabética (Nuez et al., 1996). As pimentas ainda contém altas concentragdes de vitamina
A e C, consideradas nutrientes anticancerigenos (Kuda et al., 2004).

Sao notaveis os inimeros efeitos bioldgicos da capsaicina. Ensaios com ratos
alimentados com dieta hiperlipidica e, posteriormente, adicionadas pequenas
quantidades de pimenta vermelha (Capsicum annuum) ou capsaicina, apresentam efeito
hipocolesterolémico e hipotrigliceridémico (Kuda et al., 2004). Do mesmo modo,
estudos demonstraram que a suplementagdo de capsaicina em dieta hiperlipidica de
animais reduz o risco de desenvolvimento de aterosclerose através da redugdao do
colesterol sanguineo e da concentragdo sérica de triglicerideos (Koul e Kapil, 1993). Os
capsaicinoides parecem interferir também na contratilidade das artérias coronarias,
tendo um efeito direto de relaxamento nos musculos lisos (Saito, 1999). O uso de

adesivos contendo capsaicina pode melhorar o limiar isquémico em pacientes com

Revisao da Literatura



37

doenga corondria isquémica, provavelmente através de vasodilatagdo arterial (Fragasso,
2004).

Sugere-se que a capsaicina possui propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas através da inibicdo de enzimas que poderiam iniciar a mutagdo de
células ou através da inibicdo de metabdlitos carcinogénicos, como, por exemplo, o
NNK [4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone] do tabaco (Modly et al., 1986).
A agdo protetora desta molécula também parece ser eficaz contra efeitos maléficos de
carcindgenos presentes no tabaco (nitrosamina) e no cigarro (benzopireno) (Suhr e Lee,
2002). O uso do topico de capsaicina em pacientes com artrite reumatoide e osteoartrite,
com doloroso envolvimento das maos, também foi testado (Negulesco, 1999). O
tratamento foi aplicado quatro vezes ao dia, por quatro semanas. Neste estudo, houve
diminuicdo da dor associada a osteoartrite, sugerindo que a capsaicina ¢ potencialmente
util para o tratamento destes tipos de enfermidades reumatologicas. No estudo de
Watson (1992), doze pacientes com sindrome pods-mastectomia foram submetidas a
tratamento com capsaicina topica e apresentaram melhora apos quatro semanas. Oito
pacientes (57%) tiveram a resposta ao tratamento classificada como boa ou excelente.
Em estudo posterior destes autores, treze pacientes que fizeram uso de capsaicina foram
categorizadas como tendo boa a excelente resposta, com oito (62%) tendo 50% de
melhora da dor.

A capsaicina apresenta caracteristicas muito promissoras no que diz respeito a
analgesia. Mesmo utilizada ha séculos como remédio para dor, existem cada vez mais
estudos com a finalidade de verificar a sua agdao analgésica em diferentes enfermidades.
Enquanto cresce o nimero de pesquisas, a capsaicina deixa de ser uma promessa, para
se tornar uma realidade no tratamento da dor (Fusco e Giacovazzo, 1997). H4 muito
tempo sdo realizados estudos sobre a capsaicina que mostram que este capsaicinoide
inativa neurdnios dos ganglios da raiz dorsal da medula espinhal e das terminagdes
nervosas, encarregados de transmitir a dor. Essas caracteristicas estimularam o uso desta
substancia como ferramenta de estudo dos mecanismos da transmissdo da dor e como
analgésico para o tratamento de doencas como artrite reumatoide (Deal, 1991;
Bernstein, 1987).

Os efeitos adversos da capsaicina, cuja intensidade depende da concentragdo da
formulagdo, decorrem principalmente de sua aplicagdo local e sdo representados por

queimagao, ardéncia e eritema locais. Estas reagdes podem comprometer a adesdo ao
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tratamento. Estima-se que para cada 10 pacientes, um tende a abandonar a terapéutica
devido a presenca de sintomas locais. Ademais, por causa destes efeitos irritantes, torna-
se dificil realizar ensaios clinicos duplo-cego com esta medicacdo. Apesar de efeitos
sist€émicos serem raros (Barbano et al., 2004). Estudos tém demonstrado que alguns
pacientes desenvolvem hiper-reatividade do trato respiratorio por inalagdo de particulas
da capsaicina (Flores et al., 2004).

A eficdcia e a tolerancia do uso de adesivo contendo 0,025% de Capsicum em
lombalgia ndo especifica foram investigadas em um estudo com 320 pacientes, sendo que
metade deles recebeu o adesivo e metade recebeu placebo. A superioridade do tratamento
deste tipo de dor com o adesivo de Capsicum comparado ao placebo foi clinicamente
relevante para dor nas costas (Bernstein, 1987). Um estudo multicéntrico foi conduzido
para esclarecer a eficacia do uso topico de capsaicina no alivio da dor associada com
neuropatia diabética em 252 pacientes. O creme contendo tal substancia foi aplicado nas
areas dolorosas quatro vezes ao dia durante oito semanas. A analise final mostrou que
69,5% dos pacientes melhoraram a dor e 38,1% tiveram a intensidade da dor reduzida.
Este estudo sugere que o uso topico de capsaicina ¢ seguro e efetivo no tratamento de
neuropatia diabética (Tewksbury e Nabhan, 2001).

Diante da indicagdo e utilizagdo da capsaicina quanto aos seus efeitos
analgésicos, bem como, nas neuralgias e neuropatias dolorosas (European Medicines
Agency, 2011), a capsaicina topica em altas concentracdes pode ser uma excelente

alternativa terapéutica para a SDM.
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Figura 3 - Estrutura molecular da capsaicina.

A aplicagdo topica da capsaicina, cuja estrutura molecular estd ilustrada na
figura 3, pode resultar na destruicdo seletiva dos neurdnios sensoriais primarios,
especialmente em animais neonatal. A inalacdo de capsaicina na forma de aerossol
produz tosse, constituindo a base para experimento de sensibilidade do receptor de
tosse. Aplicada na intraderme ou de forma tdpica, a capsaicina induz a hiperalgesia
secundaria e a alodinia, o que a torna 1til, como uma ferramenta de pesquisa em estudos
de dor. A administracdo sistémica de altas concentra¢des de capsaicina ¢ toxica,
causando degeneracdo de axodnios e de seus terminais. A morte celular, pela
administracao sistémica de capsaicina ocorre provavelmente secundéria ao aumento do
calcio intracelular, com a ativagdo de proteases sensiveis ao célcio e circulagdo de sodio
e agua para dentro da célula, levando ao inchago osmotico e lise celular (Wachtel,
1999).

Alguns autores consideram a capsaicina como uma op¢ao em pacientes 1dosos,

pela possibilidade da diminuicdo dos efeitos secundarios sistémicos provenientes das
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interagdes medicamentosas, onde a principal indicagdo do uso topico € como
coadjuvante de antidepressivos e anticonvulsivantes nos diversos quadros de dor
neuropatica, desde que, como terapia Unica, parece ser insuficiente. Apesar de alguns
estudos demonstrarem uma maior efetividade da capsaicina frente ao placebo, sao
poucos os pacientes que referem uma resposta expressiva quando a utilizam como
terapia unica (Vidal et al., 2004).

O estimulo inicial decorrente da aplicagdo da capsaicina ¢ seguido por um estado
duradouro refratario denominado dessensibilizagdo, com claro potencial terapéutico.
Esse processo depende de uma variedade de fatores: concentragdo, duragdo da
aplicagdo, bem como presenca ou auséncia de calcio extracelular. Acontece, entdo, uma
supressdo da atividade sensorial das fibras aferentes primarias do tipo C. Ao ligar-se aos
receptores TRPV1(receptor de potencial transitério da vaniloide um) ocorre um influxo
de calcio pelo neurdnio sensitivo, gerando potenciais de agdo que liberam
neuropeptideos nos terminais nervosos periféricos, como a substancia P (SP), como
ditos anteriormente (Szallasi e Blumberg, 1999).

A aplicacdo topica repetida da capsaicina leva a dois tipos de dessensibilizagdes:
uma farmacoldgica, onde ha um declinio progressivo do estimulo em resposta a
capsaicina, e outra “funcional” com redu¢do ou perda de outros estimulos também.
Essas terminagdes nervosas parcial ou totalmente degeneradas podem perder contato
com células que secretam o fator de crescimento nervoso (NGF), responsaveis pela
regulagdo da expressdo do TRPV1, SP e outras moléculas necessarias para a nocicepgao
(Heliwell et al.,1998). Na auséncia do NGF, a sensibilidade das fibras sensitivas para
agonistas do TRPV1 estd diminuida, bem como a expressao de TRPV1 e da SP. Pode
ocorrer reversdo do quadro caso a aplicagdo da capsaicina seja descontinuada,
requerendo assim repetidas aplicacdes para manuten¢do da eficacia terapéutica (Anand,

2003).
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Figura 4 - A ativagdo de TRPV1 por capsaicina resulta em despolarizacdo neuronal sensorial, e
pode induzir sensibilizagdo local para ativagdo pelo calor, acidose, e agonistas endogenos.

A exposicdo topica de capsaicina, conforme mostra a figura 4, leva a sensagdes
de calor, ardor, coceira ou prurido. Altas concentragdes de capsaicina ou aplicacdes
repetidas podem produzir um efeito local persistente em nociceptores cutaneos, o que €
melhor descrito como desfuncionalizagdo e constituido por reducdo da atividade
espontanea e uma perda de capacidade de resposta a uma vasta gama de estimulos
sensoriais (Anand e Bley, 2011).

A dose apropriada de capsaicina aplicada topicamente para um tratamento
efetivo de dores neuropaticas, neuralgia pds-herpética, entre outras ¢ 0, 075% e produz
perda profunda de fibras intraepidermais em 24 horas (Khalili et al., 2001). A ativagdo
continua de TRPV1 pela capsaicina resulta em uma diminuicao reversivel na densidade
de fibras nervosas da epiderme e perda de fun¢do de nociceptores (Malmberg et al.,
2004; Kennedy et al., 2010).

Um estudo classico da utilizagdo da capsaicina no tratamento de dores
neuropaticas foi o de Epstein e Marcoe (1994) em 24 pacientes (19 mulheres e cinco
homens) classificados como portadores de neuralgia trigeminal ou outros tipos de dor
neuropatica, de acordo com os critérios da Associagdo Internacional para o Estudo de
Dor. Os sujeitos da pesquisa foram tratados com capsaicina topica a 0, 025%, quatro
vezes ao dia, durante quatro semanas e acompanhados pelo maior tempo possivel. A
avaliacdo se deu pela escala visual de sintomatologia (EVS) e relato verbal dos

sintomas. O efeito adverso mais comumente observado foi a ardéncia provocada pela
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aplicagdo do medicamento, que ocorreu em 58,3% dos pacientes onde a remissdo se
dava entre duas e quatro semanas. Depois de repetidas aplicagdes, houve completa
remissao dos sintomas em 31,6% dos casos e outros 31,6% apresentaram melhora
parcial.

Um patch com alta concentracio de capsaicina a 8% (Qutenza™), confome
mostra a figura 5, foi aprovado para comercializa¢do na Unido Européia e nos Estados
Unidos. Uma unica aplicacdo de 60 minutos em pacientes com dor neuropatica produziu
alivio efetivo da dor por até 12 semanas. As vantagens do patch de alta concentracio de
capsaicina incluem a longa duracdo do efeito, a adesdo do paciente e o baixo risco de
efeitos sistémicos ou interagdes medicamentosas. Evidéncia sugere que o uso do patch
de capsaicina topica pode se estender além das dolorosas neuropatias periféricas

(Bhaskar et al., 2013).

Fonte: Bhaskar et al., 2013.

Figura 5 - Musculo medial com eritema apds tratamento com doses altas de capsaicina.
2.2 Pele

A pele ¢ o mais extenso o6Orgdo do corpo humano, -correspondendo
aproximadamente com 5% do peso corpdreo total, sendo o principal meio de
comunicacdo com o exterior. Em um individuo adulto de peso e altura médios, a
superficie da pele é de 2 m?, seu peso ¢ correspondente a 4,2 kg, e recebe cerca de um

terco do suprimento sanguineo. Ela constitui um limite anatdmico imprescindivel a
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existéncia de vida e uma barreira de protecao contra ataques fisicos, quimicos e contra
micro-organismos, além de outras caracteristicas peculiares que variam com sua

localizagdo e funcao especificas (Fitzpatrick, 1997; Chien, 2001).
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Figura 6 - Pele (epiderme, derme e hipoderme).

Microscopicamente a pele ¢ um 6rgdo composto de multicamadas, mas que ¢
geralmente descrito por trés camadas, que em corte perpendicular, visto de fora para

dentro: epiderme, derme e hipoderme (Figura 6).

2.2.1 Bioquimica da pele

O pH da superficie cutdnea ¢ para muitos autores, um importante indicador
funcional da pele e sua determinacdo na superficie cutanea, modernamente por
metodologias cada vez menos invasivas de estudo cutaneo, tem motivado muitos
pesquisadores. O pH da superficie cutdnea € resultante da produgdo de acido latico, o
que confere a superficie da mesma o que se convencionou chamar de “manto 4cido
cutaneo”. Desta maneira, a pele apresenta pH levemente acido (4,6-5,8), o que contribui
para agdes bactericida e fungicida em sua superficie. A proteinase, ativa no pH
fisiologico da pele pode participar modulando a resposta inflamatoria nas agressoes
celulares As secregdes cutineas apresentam apreciavel capacidade tamponante, fato

importante uma vez que o pH da pele ¢ frequentemente alterado em consequéncia da
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utilizagdo de produtos topicos inadequados, deixando-a exposta a agentes agressores

especialmente micro-organismos (Rieger, 2000; Leonardi et al., 2002).

2.2.2 Funcio barreira e a permeabilidade cutinea

Uma das mais importantes fungdes da pele esta relacionada as suas propriedades

de permeacdo cutanea que confere a capacidade de protecdo (Forslind et al., 1997). O

local da pele conhecido como “zona barreira” estd representado por trés distintas

camadas: o estrato corneo, epiderme viavel, e derme, além da rede de capilares

sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sebéaceas, e sudoriparas (Chien, 2001). Estas

estruturas sdo responsaveis pela protecao da pele, agindo como barreira contra agentes

externos como descrito a seguir:

a)

b)

d)

barreira microbioldgica: o estrato corneo € a primeira barreira para micro-
organismos, € muito embora o manto acido ndo seja muitas vezes suficiente
para defender a pele contra as bactérias, existem ainda secregdes pelas
glandulas da pele de acidos graxos de cadeia curta, os quais inibem o
crescimento de fungos e bactérias (Aulton, 2005);

barreira quimica: uma importante fun¢io da pele humana ¢ barrar a entrada
de moléculas indesejaveis de fora para dentro, enquanto controla a perda de
agua, eletrolitos e outros constituintes endogenos. O estrato corneo €
praticamente impermedvel a todas as substancias quimicas ndo gasosas
agindo, assim, como passo limitante para a absor¢do percutdnea (Aulton,
2005);

barreira a radiagdo: para a pele exposta a luz do sol, a radiacao ultravioleta
290-400 nm ¢ a mais danosa, e desta exposi¢do trés principais reacoes
agudas sdo percebidas: eritema, pigmentagdo (produgdo de melanina como
resultado da estimula¢do dos melandcitos) e engrossamento da epiderme.
Reacgdes cronicas a exposi¢ao desta radiagdo incluem o envelhecimento e os
canceres de pele (Aulton, 2005);

barreira ao calor e regulador térmico: a pele (estrato corneo), por sua
extensdo corporea, ¢ o primeiro Orgdo responsavel pela manuten¢do da

temperatura do corpo em 37 °C (Aulton, 2005);
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e) barreira elétrica e mecanica: a pele possui uma resisténcia e impedancia
muito maior que outros tecidos bioldgicos, e exerce protecdo contra as
agressoes mecanicas, por meio de engrossamentos e calosidades (Aulton,

2005).

A denominagdo permeacdo percutanea de substincias em um sistema
transdérmico, ou em preparacdes dermatologicas, representa o caminho das mesmas
através das camadas da pele até a corrente linfatica e sanguinea, que lhes transportardo
até os orgdos alvo. Em preparagdes dermatoldgicas, embora seja importante que o
farmaco penetre além da superficie, normalmente ndo se deseja que o medicamento
penetre na circulagdo sistémica (Jato, 1997).

Em média, na superficie cutanea existem 40-70 foliculos pilosos e 200-250
ductos sebaceos por metro quadrado de area de pele e por eles a absor¢do cutanea ¢
muito intensa (Jato, 1997; Chien, 2005), entretanto, estes apéndices cutaneos
representam apenas 0,1% da superficie cutanea total, ¢ desta maneira, a absor¢do
percutanea pela via transepidérmica se torna a principal via de permeagdo de absor¢do

de farmacos (Ansel et al., 2007).

2.2.3 Interferentes da absorcio percutanea

Pelo fato da pele ser composta de complexas e heterogéneas camadas laminares,
onde cada lamina contribui com uma resisténcia difusional especifica, e por fatores
inerentes ao farmaco, além de outras variaveis envolvidas no processo, o processo de
absor¢ao percutanea pode ser favorecido ou ndo por situagdes especificas.

Sendo o fluxo do soluto proporcional ao gradiente de concentracdo através
membranas, entdo para um maximo de fluxo ¢ necessario que a solugao doadora seja
saturada, e isto pode ser conseguido otimizando-se a solubilidade do farmaco através da
melhor composicao do veiculo, e da escolha da solugdo no compartimento receptor pela
experimentacdo com uma série de solventes apropriados (Jato, 1997; Martins e Veiga,
2002, Aulton, 2005, Allen et al., 2007)

O coeficiente de parti¢do ¢ fator importante para estabelecer o fluxo do farmaco
através da membrana. Quando a membrana ¢ a maior fonte de resisténcia difusional no
processo, a magnitude do coeficiente de particdo € muito importante, e isto

frequentemente ocorre na permeagao percutanea. A impermeabilidade do estrato corneo
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¢ o passo limitante na absor¢do, sendo entdo o coeficiente de particdo estrato
corneo/veiculo crucialmente importante, para o estabelecimento da alta concentragdo
inicial do fArmaco na primeira camada da membrana (Aulton, 2005, Allen et al., 2007).
Embora a concentragdo diferencial do farmaco entre as duas fases, doadora e receptora,
seja a forca condutora para o processo de difusdo, o gradiente quimico potencial, ou
gradiente de atividade, ¢ o pardmetro fundamental. A atividade termodinamica do
farmaco na fase doadora ou a membrana pode ser radicalmente alterada por mudancas
no pH, formagao de complexos ou presenca de tensoativos, ou cosolventes. Tais fatores
também modificam o coeficiente de particdo efetivo (Aulton, 2005).

Misturas cosolventes polares, tais como propilenoglicol e 4gua, podem produzir
solugdes saturadas e maximizar o gradiente de concentragdo através do estrato corneo.
No entanto, o coeficiente de particdo de um farmaco entre o veiculo e estrato cérneo
diminui com a solubilidade do farmaco na mistura solvente. Este dado ¢ importante,
quando ndo se deseja a promogdo da penetracdo do fArmaco, entdo na formulacao deve-
se proceder a solubilizagdo deste no veiculo até proximo da saturagdo (Aulton, 2005).

O efeito do uso dos tensoativos na pele ¢ relatado como sendo responsavel pela
diminui¢do da tensao interfacial e mudangas na conformacao proteica do estrato corneo.
A formacao de complexos afeta a permeacdo do farmaco de maneira semelhante a
solubilizacdo micelar. Quando o complexo se forma ocorre mudangas na aparente
solubilidade e aparente coeficiente de particdo do farmaco (Aulton, 2005).

O manto superficial (0,4-10 um) dificilmente afeta a absorcdo percutanea. Os
apéndices cutdneos podem ser uma rota importante apenas para ions e moléculas
grandes e polares (massas moleculares acima de 500 Daltons), os quais tém dificuldade
de atravessar o estrato corneo intacto. Pela via epidérmica, as moléculas penetram pelo
estrato corneo ou através da via intercelular ou transcelular. Na queratina intracelular
presente na formacdo em mosaico das regides polar e ndo polar, os farmacos se
dissolvem e se difundem de acordo com suas afinidades quimicas. Os lipidios neutros
da via intercelular provém uma rota alternativa (Jato, 1997; Aulton, 2005).

O processo dinamico de absor¢do percutanea sofre variagdes de fator bioldgico
tais como idade, fatores fisiologicos e a localizagao da pele. A literatura relata que pele
proveniente de feto e de tecido jovem ¢ mais permedvel, quando comparadas a pele de
tecido adulto. A condi¢do da pele ¢ importante uma vez que muitos solventes rompem

ou modificam a complexa estrutura da camada cornea intacta. Em estados patologicos,
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onde hd modificagdo na camada cérnea, uma maior permeacdo percutanea pode ser
verificada. A espessura e a natureza da camada cornea promovem variacdes na
permeabilidade cutanea, assim como a densidade dos apéndices cutaneos. Peles de
diferentes animais diferem largamente na espessura, densidade de glandulas e de
foliculos pilosos e ainda no suprimento sanguineo, entre outros fatores que afetam as
rotas de penetragdo de substincias e a resisténcia a permeacao. Estudos comparativos
demonstraram que as peles de macacos e porcos sao mais semelhantes a pele humana
sendo, entretanto, mais permeaveis até mesmo que as peles de ratos sem pelos (Aulton,
2005).

As interagdes farmaco-pele e a hidratagdo da pele sdo fatores importantes na
absorcdo percutdnea. Quando a 4gua satura a pele, sua permeabilidade aumenta
acentuadamente. Muitos compostos podem possibilitar esta fun¢do, como acidos graxos
livres, pirrolidonas, ureia, sodio, calcio, potassio, lactato, complexos entre proteina e
acuicar ou misturas destes compostos. A interagdo do farmaco com a pele resulta em
reservatorio do farmaco na camada cornea, como acontece com os filtros solares e
produtos topicos contendo esteroides (Martins e Veiga, 2002; Aulton, 2005).

Igualmente importantes sdo as interagdes veiculo-pele. O veiculo pode modificar
o estado e a permeabilidade da pele alterando sua hidratacdo. Os veiculos oclusivos,
como o6leos e gorduras, reduzem ou previnem a perda de agua, aumentando a umidade
da pele e assim promovem a penetracdo. Variacdes na temperatura podem aumentar a
taxa de penetracdo na pele humana até dez vezes, enquanto que veiculos oclusivos
aumentam a temperatura da pele em alguns graus, mas seu efeito sobre a
permeabilidade cutanea ¢ pequeno se comparado ao efeito da hidratagcao. Os promotores
de absor¢do (meios quimicos), substancias que podem temporariamente diminuir a
impermeabilidade da pele e a0 mesmo tempo sdo seguros € ndo toxicos, podem ser
empregados clinicamente para aumentar a penetracdo de farmacos (Femenia-Font et al.,
2005).

Logo ap6s a remoc¢ao de um promotor de penetragdo cutaneo, segundo Femenia-
Font al. (2005), idealmente deve ocorrer rapida recuperagdo da propriedade de barreira
da pele. Um promotor de penetracdo deve também ter outros atributos como: ser
compativel com o farmaco e demais excipientes; ser um bom solvente para o farmaco
aumentando a efetiva concentragdo do mesmo no veiculo; possibilitar boa

espalhabilidade da formula¢do e agraddvel sensacdo na pele; deve possibilitar sua
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incorporagdo em todos os tipos de preparacdes usadas topicamente, além de nao possuir
cheiro, odor, cor e ser economicamente viavel. Alguns exemplos de promotores com
estas caracteristicas sao o miristato de isopropila, a lanolina, ésteres do acido nicotinico;
fosfolipidios hidrogenados de soja; Oleos essenciais, etanol; n-octanol e decanol e
terpenos (Nokhodchi, 2003). Dificilmente uma s6 substincia possuird todas estas
propriedades desejadas (Martins e Veiga, 2002; Aulton, 2005).

Por seguranca e eficiéncia o melhor promotor de penetracao € a agua. Todas as
substancias penetram melhor por meio da pele hidratada do que da pele seca, entdo
qualquer substancia quimica inativa e nao toxica que promova hidratacdo da camada
cornea pode ser considerada como um promotor de penetracdo. Os mais efetivos
promotores de absor¢do sdo os solventes aproticos como o dimetilsulféoxido (DMSO),
dimetilformamida (DMF) e dimetilacetamida (DMA), possuindo varios dos atributos
mencionados para um promotor ideal. As pirrolidonas podem ser usadas em
formulagdes que contenham associacdo de diferentes farmacos para promover a
penetragdo e também estabelecer um reservatorio dos mesmos no estrato corneo e unhas
(Jato, 1997, Martins e Veiga, 2002, Aulton, 2005, Allen et al., 2007)

As interagdes famaco-veiculo sdo também muito importantes na absorgao
percutanea, quando a impermeabilidade do estrato corneo ndo ¢ o fator determinante, e
sim ¢ a liberagdo do farmaco no veiculo o passo limitante para a penetracdo cutanea.
Isto acontece quando a difusdo do farmaco no veiculo €é excepcionalmente baixa ou
quando o veiculo possui a capacidade de controlar a liberagdo do farmaco (sistemas de

liberacdo de farmacos com taxa controlada) (Aulton, 2005).

2.3 Formas farmacéuticas semi-sélidas de uso topico

Em geral, os medicamentos destinados a pele podem ser de aplicagdo topica ou
sistétmica. As formas farmacéuticas semi-solidas de uso topico sdo preparagdes
destinadas a uma acao sobre a pele e mucosas que sejam acessiveis ao meio externo. Os
farmacos contidos em uma formulagao topica sao incorporados aos excipientes e assim,
conforme as combinagdes entre eles, as preparagdes tdpicas apresentam composicdo e
consisténcia diversas. Os excipientes determinam a natureza, a consisténcia e também o

grau de penetrabilidade (Aulton, 2005).
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As formas farmacéuticas dermatologicas usadas com maior frequéncia sio
pomadas, cremes, logdes e solucdes topicas, embora outras formas farmacéuticas como
pastas, linimentos; poOs; géis; tinturas; e aerossois sejam também usadas, mas em menor
proporg¢ao (Allen et al., 2007).

Cremes sao formas farmacéuticas semi-solidas, que contém um ou mais
farmacos dissolvidos ou dispersos em uma base adequada. O termo creme foi
tradicionalmente aplicado a semi-solidos que possuem uma consisténcia relativamente
fluida, formulada como uma emulsdo dgua-em-o6leo (por exemplo, cold cream) ou 6leo-
em-agua (por exemplo, creme de acetonido de fluocinolona). Entretanto, mais
recentemente, este termo tem sido utilizado em um sentido mais restrito, referindo-se a
emulsdes Oleo-em-agua ou dispersdes aquosas microcristalinas de 4cidos ou alcoois
graxos de cadeia longa, removiveis por agua, € com caracteristicas estéticas e
cosméticas mais aceitaveis (USP 23).

Entre as formas farmacéuticas semi-solidas descritas na literatura, merecem
destaque os cremes, em especial os do tipo O/A, por apresentarem facilidade de
aplicacdo, espalhabilidade sobre a pele e facilidade de veiculagdo de farmacos. Os
cremes constituem formas farmacéuticas semi-solidas obtidas por emulsdo. Sua
natureza antifilica e similaridade com a epiderme humana permitem elevada eficiéncia

na veiculagdo de farmacos (Aulton, 2005; Allen et al., 2007).

2.3.1 Emulsoes

As emulsdes farmacéuticas geralmente consistem na mistura de uma fase aquosa
com varios 6leos e/ou ceras. Quando as goticulas de 6leo estdo dispersas na fase aquosa,
tem-se uma emulsdao o6leo-em-agua (O/A). Sistemas nos quais a agua encontra-se
dispersa em 6leo constituem emulsdes agua-em-6leo (A/O). Também ¢ possivel formar
emulsdes multiplas. Por exemplo, pequenas goticulas de dgua podem ser englobadas
dentro de particulas oleosas maiores, as quais, por sua vez, estdo dispersas em agua.
Nesse caso, tem-se uma emulsdo agua-6leo-dgua (A/O/A). Também ¢ possivel formar
emulsdes do tipo O/A/O (Voigt e Bornschein, 1982; Aulton, 2005).

Pela emulsificagdo, ha a possibilidade de misturas estdveis e homogéneas de

dois liquidos imisciveis ou relativamente imisciveis entre si. Tem-se uma emulsdao
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quando um liquido estiver dividido (fase interna, dispersa ou descontinua) em
pequenissimos globulos, no seio de outro (fase externa, dispersante ou continua).

As emulsdes sao classificadas de acordo com a natureza lipofilica (ou
hidrofobica) da fase dispersante em sistemas 6leo em agua (O/A) ou sistemas agua em
6leo (A/O), e ainda de acordo com a sua utilizagdo, em de uso interno ou externo:

a) para uso interno: as emulsdes administradas por via oral sdo exclusivamente

do tipo O/A;

b) para uso externo: podem ser tanto O/A quanto A/O, dependendo da natureza
do farmaco a ser incorporado, da via de administragao, tipo de emolientes na
formulagdo e condi¢do da superficie cutdnea (Ansel et al., 2007).

A miscibilidade ou a solubilidade em 6leo e em 4gua do farmaco que vai ser
usado numa preparagdo emulsificada, € o fator determinante para a escolha do veiculo
adequado, sendo os farmacos quando incorporados na fase interna da emulsdao, menos
irritantes para a pele (Lachman et al., 2001).

A fase aquosa ¢ em geral agua destilada ou deionizada, ja que a presenca de sais
de calcio na agua dura seriam elementos desestabilizadores da emulsdo. Nesta fase,
podem ser incorporados os elementos hidrossoluveis; farmacos, conservantes, tampoes,
corretivos de pH, antioxidantes, conservantes, sequestrantes, corantes, edulcorantes,
aromatizantes. A fase oleosa ¢ composta de componentes oleosos ou emolientes e ¢
responsavel por caracteristicas importantes da emulsdo que podem ser moduladas
conforme a natureza do elemento oleoso escolhido (Lachman et al., 2001).

O agente emulsivo, além de facilitar a obtengdo da fase dispersa, contribui para a
estabilizacao termodindmica da emulsdo por provocar modificagdes nas propriedades
reoldgicas da mesma (Jato, 1997) Os agentes emulsivos sdo substancias que reduzem a
tensdo interfacial entre a 4gua e o 6leo, e assim reduzem a energia que ¢ necessaria para
dispender um liquido no outro. Os tensoativos sdo substancias formadoras de filme em
volta de cada goticula da fase dispersa, de modo a originar uma barreira (mecanica) que
evite a coalescéncia das goticulas quando contatam umas com as outras (Jato, 1997,
Lachman et al., 2001). Os filmes formados, dependendo da natureza do agente emulsivo
podem ser representados por uma camada monomolecular, multimolecular ou particulas
solidas finamente divididas (Jato, 1997).

Os agentes emulsivos sintéticos em relacdo a estrutura molecular e a natureza de

seus grupos polares podem ser classificados em tensoativos anféteros, anidnicos,
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cationicos e nao idnicos. Estes agentes contém grupos lipdfilos e hidrofilos sendo que a
parte lipofila, geralmente ¢ a responsavel pela atividade superficial. Os agentes
emulsivos ndo i6nicos, nao apresentam tendéncia a se ionizar ¢ dependendo de sua
natureza podem formar emulsao O/A ou A/O (Lachman et al., 2001).

Os derivados de lanolina, fragdes ricas em esterois etoxilados, sao emulsionantes
primarios muito complexos, mas com boas propriedades endérmicas. Estes tensoativos
sao eficazes na faixa de pH de 3-10 (Ansel et al., 2007). A relagdo do volume da fase
interna com o da fase externa, ¢ a natureza idnica sdo caracteristicas importantes e
primordiais na escolha do tensoativo na elaboragdo da emulsdo desejada (Jato, 1997;
Sanctis, 2000).

Além das substancias mencionadas, outros componentes sdao utilizados como
reguladores da viscosidade entre estes estdo os polimeros hidrofilos e hidrocoloides
derivados da celulose (quando a fase externa for aquosa) e lanolina e substiancias com
caracteristicas plasticas, (quando a fase externa for oleosa) (Lachman et al., 2001).

Os umectantes sao substancias utilizadas para impedir ou retardar a formacao de
cristais devido a evaporacdo ou secagem completa da fase aquosa. Exemplos de
umectantes mais empregados sdo: a glicerina, o propilenoglicol e o sorbitol (Lachman et
al., 2001).

Entre os antioxidantes e conservantes (preservantes), os mais utilizados nas
preparacdes semi-solidas para uso topico sao 0os que atuam por mecanismos preventivos
impedindo a auto-oxidagdo na presenga de metais. Entre estes, o butilhidroxitouleno
(BHT) ¢ recomendado como uma alternativa ao tocoferol numa concentragao de 10 ppm
para estabilizar a parafina liquida. Os ésteres do 4acido galico sdao muito utilizados
(propil, octil e dodecil éster) para 6leos fixos em concentragdes acima de 0,001% e para
oleos essenciais em concentragdes acima de 0,1% (Aulton, 2005).

Os ésteres do acido para-hidroxibenzoico (metil, etil, propil e butil) e seus sais
largamente usados para a conservagao das emulsdes, nas concentragdes de 0,1 - 0,2%. O
metabissulfito de s6dio possui efeito antioxidante e inibidor sobre a proliferagdo de

micro-organismos, mais efetivo na faixa de pH 7-9 (Lachman et al., 2001).
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2.3.2 [Estabilidade das emulsoes

As emulsdes s3o termodinamicamente instaveis, possuindo um tempo de vida
limitado e a instabilidade destas formula¢des farmacéuticas pode ser detectada em
alguns casos por uma mudanga na aparéncia fisica, na cor, no odor e na textura,
enquanto em outros casos, podem ocorrer alteracdes quimicas que ndo sido evidentes e
que s6 podem ser verificadas por analises quimicas (Lachman et al., 2001).

Os dados obtidos pelo estudo da estabilidade de uma formulacao levam a
previsdao do prazo de validade esperado para o produto e, se necessario, a um novo
procedimento para a formulacdo (Voigt e Bornschein, 1982; Tadros, 2004).

Uma emulsdo ¢ considerada estavel quando mantém os constituintes da fase
oleosa dispersa na fase dispersante, ou vice-versa, mesmo, quando submetida a tensoes
decorrentes de temperatura, agitagdo e gravidade. Durante o desenvolvimento de uma
formulagdo para abreviar os conhecimentos sobre a compatibilidade da formulagao,
sobre a embalagem e prazo de validade do produto pronto, se faz uso de condi¢des
exageradas de temperatura, umidade, luz e outros, para avaliar a estabilidade das

formulacdes farmacéuticas (Tadros, 2004).

2.3.3 Reologia das emulsoes

Reologia ¢ o estudo da deformacdo e fluidez dos materiais sob a influéncia de
forcas externas. Tecnicamente ¢ definida como “a resisténcia ao fluxo ou ao
movimento” (Chien, 2005). As propriedades reoldgicas de produtos farmacéuticos sdao
sempre de fundamental importancia, seja na elaboracdo, no desenvolvimento, ou na
avaliacdo de formas farmacéuticas (Aulton, 2005).

Na elaboragdo de produtos farmacéuticos semi-solidos se faz necessario a
padronizacdo do desenvolvimento e da produgdo, a fim de se obter e conquistar a
credibilidade dos consumidores. A aparéncia também ¢ caracteristica importante para
aceitagdo deste tipo de produto (principalmente a consisténcia). Deve ser garantida a
qualidade e a estabilidade destes produtos quando transportados de um local a outro e,
para isto, os mesmos sdo submetidos a métodos de analise para detectar mudangas
sofridas ao estresse mecanico e as flutuagdes de temperatura (Brummer e Godersky,

1999).
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A viscosidade de materiais ndo newtonianos ¢ determinada pelo viscosimetro
rotacional que ¢ capaz de produzir diferentes velocidades de cisalhamento, medir a
tensao de cisalhamento e criar um grafico com os resultados obtidos (Aulton, 2005).

As medidas reoldgicas provém informagdes sobre a estabilidade fisica ¢ a
consisténcia da emulsdo. E essencial realizar as medidas reologicas em fungdo da
temperatura (Tadros, 2004).

Diferentes forcas agem sobre os materiais em fungdo das condigdes de
estocagem, processamento, ou condi¢des de aplicagdo e a resultante destas for¢as pode
modificar o comportamento reoldgico destes materiais. Considerando-se um fluido
contido entre duas placas planas paralelas de area a, separadas por uma distancia y, uma
forca f ¢ aplicada na parte superior, movimentando a placa a uma velocidade v,

constante em relacdo a placa inferior, que ¢ mantida fixa (Figura 7).
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Figura 7 - Forca de cisalhamento aplicada sobre um fluido.

Somente poucos materiais seguem a lei de Newton, isto €, exibem uma direta
proporcionalidade entre a tensdo (1) e a taxa de cisalhamento (y) segundo mostra a
equagao Newton, mostrada abaixo, onde (n) ¢ definida como viscosidade absoluta,
dinamica (constante). Esta equagao também pode ser empregada para liquidos de baixo
peso molecular (dgua, glicerina, cloroférmio); solugdes verdadeiras (xaropes); e

sistemas coloidais poliméricos muito diluidos.

=Ny
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As dimensoes de viscosidade (1) sdo mensuradas como: Pascal/(1/segundo) =

Pascal. s (Pa.s), onde:

2
1 Pascal (Pa) =10 dyn./cm , 1 Pa.s= 10 poise, 100cP =1 poise
1 cP =1 m Pa.s sendo 1cP = 1centi-poise, 1000 m Pas =1 Pa.s

Na representacdo grafica a curva de fluxo, ou reograma em coordenadas
cartesianas dos fluidos newtonianos, mostra uma relacao linear, sendo a sua inclinagao
igual a viscosidade tunica do fluido. Outra forma de analisar o comportamento do fluido
¢ verificando a relacdo entre a viscosidade e a taxa de cisalhamento (curva da
viscosidade). Para o fluido newtoniano, esta relagdo ¢ uma reta paralela aos eixos das
taxas de cisalhamentos (viscosidade constante) (Laba, 1993; Tadros, 2004).

Todo fluido, cuja relagdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de
cisalhamento ndo é constante, ¢ denominado de ndo newtoniano, considerando ainda a
temperatura ¢ a pressao constantes € o escoamento laminar. Estes fluidos sdo
classificados de acordo com o aspecto da curva de fluxo e a correlagdo com algum
modelo ou equacdo matematica. A viscosidade destes fluidos nao € tnica, e varia com a
magnitude da taxa de cisalhamento, (equacdo abaixo), ¢ ¢ denominada viscosidade

aparente (n ). Esta viscosidade so ¢ valida para uma determinada taxa de cisalhamento,
a

portanto sempre que citada, deve vir acompanhada da taxa de cisalhamento
correspondente.
n 'y
a=

A maioria das preparagdes farmacéuticas possui comportamento ndo newtoniano
(Aulton, 1988; Laba, 1993; Brummer e Godersky, 1998,).

Grande ntimero de fluidos ndo newtonianos se comporta como pseudopléstico,
sendo as emulsdes, dispersdes e suspensdes, exemplos deste comportamento. Nos
fluidos com comportamento pseudoplastico ha um decréscimo da viscosidade em
decorréncia do aumento da taxa de cisalhamento, comportamento também referido
como “‘shear thinning”, ou afinamento. Isso significa que a resisténcia do material ao
fluxo decresce, e a energia requerida para manter este fluxo diminui, quando as taxas de
cisalhamento aumentam (Aulton, 1988, Brummer; Godersky, 1999; Laba, 1993).

Existem materiais que apresentam uma dependéncia da tensdo de cisalhamento
com o tempo, para uma taxa de cisalhamento constante. A mecanica dos fluidos

classifica estes fluidos em reopéticos e tixotropicos. Sao reopéticos quando a tensdao
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cisalhante ou a viscosidade aumenta com o tempo, mantendo-se a mesma taxa de
deformacdo. Sao tixotropicos os fluidos que apresentam diminui¢do da taxa cisalhante
ou da viscosidade, com o tempo de aplicagdo de certa taxa de cisalhamento. Ambos os

fendmenos sdo reversiveis, sendo a reopexia um fendmeno raro de acontecer (Laba,

1993; Aulton, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Objetivos

Avaliar a possivel acao analgésica de uma forma farmacéutica analgésica semi-

solida (creme) de capsaicina em pacientes com sindrome de dor miofascial.

3.2 Objetivos especificos

subprojeto 1: determinar os parametros de qualidade microbiologicos,

fisicos e quimicos e microbiologicos do creme de capsaicina;

subprojeto 2: estudar a possivel acdo analgésica e ocorréncia de efeitos
adversos relacionados ao emprego topico da capsaicina aplicada em
pacientes portadores de SDM;

subprojeto 3: avaliar a concentracdo da capsaicina no plasma sanguineo dos
pacientes com SDM submetidos ao tratamento, assim como nas formulagdes,

apds 10 meses de sua producao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Drogas e reagentes

— Acetonitrila grau HPLC (Baker México);

— Acetato de etila grau HPLC (Mallinckrodt — U.S.A.);

—  Agua purificada (obtida por osmose reversa)

—  Agar Baird Parker (Merck, Brasil);

—  Agar Cetrimida (Synth, Brasil);

— Agar triptase (Synth, Brasil);

— Agar eosina azul de metileno (Difco, Brasil);

—  Agar Levine (Prolab, Brasil);

— Agua purificada (obtida por osmose reversa equipamento LXE Gehaka Brasil);
—  Agua destilada (obtida por destilador equipamento, Splabor, Brasil);

—  Alcool cetoestearilico (Synth, Brasil);

—  Alcool de cereais (Synth, Brasil);

—  Alcool etilico 70% (Dinamica, Brasil);

—  Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404), Supriveter Ind e Com.;

— BHT (Sigma, U.S.A);

— Caldo Caseina-Soja (Synth, Brasil);

— Caldo Lauril Sulfato (Synth, Brasil);

— Caldo Verde Brilhante (Synth, Brasil);

— Caldo E. Coli (Synth, Brasil);

— Caldo Vermelho de Metila (VM) — Voges Proskauer (VP) (Merck, Brasil);
— Caldo CASO (Merck, Brasil);

—  Candida albicans (ATCC 10231)

— Capsaicina p6 (Henan Biotech- China) para o desenvolvimento da Fc2;

— Capsaicina p6 — padrdo para HPLC (Sigma Aldrich — U.S.A);
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— Capsaicina po — testes fisicos e quimicos doagao USC/ES (ACOFARMA - ES)
(ANEXO F);

—  Cetearato 20 (alcool cetoestearilico etoxilado Galena, Brasil);

—  Cyclopentasiloxane (Daltomare, Brasil);

—  Cloreto de sodio 0,9% Dinamica, Brasil)

—  Coro de cabra curtido (USC-ES);

—  Escherichia coli (ATCC 8739) ), Supriveter Ind e Com.;

—  Gel para a retirada do creme de capsaicina da pele;

— Lanette 50 (Viafarma, Brasil);

— Lanolina (Galena, Brasil);

— Membrana de diélise (Visking U.S.A peso molecular de 11.000 a 12.000 Da);

—  Metanol grau HPLC (Baker México);

—  Metilparabeno (Sigma, U.S.A);

— Miristato de isopropila (Galena, Brasil);

— Palmitato de cetoestearila (Galena, Brasil);

—  Peptona (Synth, Brasil);

— Pomada de lidocaina 4%.

—  Propilparabeno (Sigma, U.S. A);

— Propilenoglicol P.A (Synth, Brasil);

— Silicone (Dow Corning, U.S.A - graxa de alto vacuo);

—  Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Supriveter Ind e Com.;

— Tampao 4,0 e 7,0 (Merck Chemicals, U.S.A);

— Tween 80 - polissorbato 80 (Synth, Brasil).

4.1.2 Equipamentos, vidrarias, documentos e correlatos

— Adaptadores vacutainer;

—  Agitador mecanico (Fisatom, modelo 713 D);

— Agulhas 25 x 0,8;

— Autoclave vertical microprocessada (Quimis Q 190M, Brasil);

— Banho termostatizado (Digiterm modelo Quimis 3000542, Brasil);
— Cabina de seguranca bioldgica Classe 11 A-1 Q216F2-RAI;
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Capela de exaustao de gases (Permution, Brasil);

Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (ANEXO E)
Centrifuga refrigerada (Q222RM, Quimis, Brasil);

Centrifuga Centrifuge 5430;

Certificado de credenciamento pela REBLAS (ANEXO G)
Contador eletronico de coldnias (Quimis Q295B);

Destilador tipo pilsen (Splabor, Brasil);

Espectrofotometro Hewlett Packard 8452%;

Estufa Microprocessada de cultura e bacteriologia (modelo QUIMIS, Q316 M,
Brasil);

Garrote (latex-free) em rolo;

Gaze;

HPLC Varian Pro Star;

Jaleco manga longa;

Laudos oficiais das analises microbioldgicas (ANEXOS A, B e C)
Lencos umedecidos;

Luvas de nitrila;

Medidor de pH digital (B374);

Micropipetas mecanicas monocanal automaticas Agipette: 0,5 a 10 uL ,1000 a
5000 pL, 2000 pL.

Oculos de protecio;

Osmose reversa (LXE, Ghaka, Brasil);

Papel toalha;

Ponteiras para micropipetas sem filtro Kasvi;

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A)
Protocolo Clinico (APENDICE B)

Sistemas de Franz (Pyrex, ES);

Software HPLC Polaris System Control;

Vidrarias (Pyrex, Merse, Brasil);

Texturometro TA XT Plus e software Exponente 32 Rupenthal,

Toucas descartaveis;
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— Tubos de vacuo para coleta de sangue siliconizados Vacuplast com heparina

sodica.
4.2 Métodos
4.2.1 Desenvolvimento das formulacoes

Na etapa inicial do projeto foram desenvolvidas as formas farmacéuticas semi-
solidas cremes, com a utilizagao da farmacotécnia de emulsdes. Os cremes ou emulsdes
foram nomeados como formulagdes Fcl (férmula creme base) e Fc2 (formula creme
base + capsaicina Henan Biotech® - FAPESP Processo n° 2012/22294-3), em
conformidade com as normas da ANVISA de boas praticas de manipulagao (BPM) e
fabricagdo (BPF), Resolugao n® 210, de 4 de agosto de 2003 e Resolugao n° 67, de 8 de
agosto de 2007.

As formulagdes foram envasadas em embalagens apropriadas para formas
farmacéuticas de uso topico ou local e codificadas visando obter melhor organizacdo e
rastreabilidade dos testes. As formulagdes Fcl e Fc2, antes de serem destinadas aos
ensaios microbiologicos, fisicos e quimicos, foram produzidas em um tunico lote. As
mesmas matérias-primas foram utilizadas em ambas as formulacdes, exceto a
formulacao Fc2 que apresenta em sua composi¢ao a adigao da capsaicina na etapa C da

manufatura (Quadro 1).

CREME DE CAPSAICINA

Componentes e suas respectivas fungoes %
Alcool cetoestearilico (agente emulsionante) 6,0

A | Alcool cetoestearilico etoxilado (agente tensoativo O/A) 3,0
Miristato de isopropila (agente emoliente) 4,0
Palmitato de cetoestearila (doador de consisténcia e viscosidade) 3,0
Cyclopentasiloxane (silicone promotor de antioleosidade) 1
BHT (antioxidante) 0,05
Lanolina (agente emoliente e promotor de absor¢do) 0,5
Propilparabeno (conservante) 0,02

B | Metilparabeno (conservante) 0,18
Propilenoglicol (agente solubilizante) 3,0
Agua Purificada gsp (veiculo) 100

C | Capsaicina (p6 Henan Biotech) (principio ativo) 8
Alcool de cereais gsp (agente solubilizante) 8

Quadro 1 - Formulagao creme de capsaicina

O/A: emulsdo fase interna oleosa, fase externa aquosa. Fonte: elaboragdo propria
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Preparou-se 1 kg de cada emulsdo (Fcl e Fc2), cuja técnica de preparacao
constitui-se pelas fases graxa (A) e aquosa (B). Essas fases foram pesadas
separadamente em béqueres e aquecidas a temperatura elevada o suficiente para a fusao
e ou solubiliza¢do dos sélidos, ou seja, de 75°C a 80°C. Em seguida, a fase aquosa foi
vertida sobre a fase oleosa, sob a fase aquosa constante agitacdo a 1500 rpm, em
agitador Fisatom, modelo 713 D, mantida até o resfriamento da preparacdo (Rangel,
1998). A formulagdo base Fcl foi escolhida devido ao fato de ser uma emulsao simples,
ndo i6nica e de facil incorporagdo de ativos, além de ter sido aprovada por testes pré-
clinicos e de estabilidade (Rangel, 1998). A fase C refere-se a capsaicina que foi
previamente solubilizada em alcool de cereais e depois incorporada ao creme base,
dando origem a formulacdo Fc2. Como promotor de absor¢do, adicionaram-se em

ambas as formulagdes 0,5% de lanolina (Quadro 1 e Figura 8).

Fonte: elaboragao propria

Figura 8 - Creme base com adi¢do da capsaicina.

Depois de desenvolvidas e manipuladas, até que fossem realizados os testes
microbioldgicos, fisicos e quimicos, as formulagdes foram envasadas e acondicionadas
em temperatura ambiente, ao abrigo da luz (Ferreira, 2000; Ferreira, 2008). As

formulacdes Fcl e Fc2 foram primeiramente submetidas as analises microbiolédgicas.
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4.2.2 Analises microbiologicas

4.2.2.1 Preparo da amostra para o controle microbioldgico

As andlises microbioldgicas foram executadas nas formulacdes Fcl e Fc2 a
partir das metodologias descritas em Silva et al., 2001, Guia de Controle de Qualidade
de Produtos Cosméticos ANVISA, 2007, Guia ABC de Microbiologia, 2008, United
States Pharmacopeia 27, 2004, United States Pharmacopeia 36, 2013; e National
Formulary 31, 2013. Devido a necessidade de laudos com valores oficiais (ANEXOS
A, B e C), as analises microbioldgicas foram realizadas em laboratdrio oficial particular
credenciado pela REBLAS — Rede Brasileira de Laboratorios Analiticos em Saude
(ANEXO G). O laboratorio foi contratado através da permissdo e apoio financeiro
obtido da Funda¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), Processo
n°® 2012/26610-0, apresenta também acreditagdo pela CGCRE — Coordenagao Geral de
Acreditagdao da Coordenagdo Geral de Acreditagdo do Inmetro, de acordo com a ABNT
ISO/IEC 17025, sob o nimero CRL 0545, escopo disponivel em

www.inmetro.gov.br/legislacao.

Fonte: elaboragio propria

Figura 9 — Solugdes estéreis para a inativacdo do sistema conservante.

Em virtude da utilizagdo de um sistema conservante (metilparabeno e
propilparabeno) foi necessaria a realizagdo da inativacdo dos mesmos (Figura 9)

para o qual se utilizou as informagdes contidas na tabela 1.
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Tabela 1 - Inativantes especificos para agentes antimicrobianos em formulas farmacéuticas

Conservante Inativante

Parabenos 3,0% p/v polissorbato 80

Formaldeido 0,1% p/v histidina

Isotiazolianonas 12% p/v sulfitos

Dibromoglutaronitrila 12% p/v sulfitos

Imidazolinil uréia/diazolidinil 0,5% p/v histidina

Ureia/ hidantoina

Piritionato de zinco 3,0% p/v polissorbato 80
0,5% p/v cistidina/histeina

Ipbc 3,0% p/v polissorbato 80

0,5% p/v cistidina/histeina

Fonte: Pinto et al., 2003; Guia ABC de Microbiologia, 2008.

4.2.2.2 Diluicio para contagem de mesofilos e coliformes totais e

fecais

Utilizou-se a solugdo salina peptonada, pesou-se 10 g da amostra em 90 mL do
diluente que continha 90 mL de 4gua peptonada 0,1% + agente neutralizante (0,7 g de
lecitina + 8 g de Tween 80/100 mL amostra). Para as diluigdes seriadas utilizou-se 9 mL
de salina peptonada previamente esterilizada em autoclave a 120°C/15 minutos. Apos
adicionou-se o inativante pré-esterelizado e o pH da solugdo foi corrigido para a

neutralidade.

4.2.2.3 Contagem de micro-organismos aerobios mesofilos e

psicrotrofilos

Utilizou- se 0 meio de cultura Agar triptase — soja — TSA na dilui¢des 10 ¢ 10~
O volume da amostra adicionado foi de 1 mL em placas de Petri previamente
esterilizadas. Em seguida as placas foram incubadas em estufa a 35°C/48 horas. Para a
realizagdo da possivel contagem microbiana utilizou-se um contador de coldnias. Para
tal deveriam ser selecionadas as placas que apresentassem um crescimento microbiano
de 30 a 300 colonias. As unidades formadoras de colonias (UFC) sdo calculadas por

grama.
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4.2.2.4 Pesquisa de coliformes totais e fecais

Utilizou-se teste presuntivo do Numero Mais Provavel (NMP) para coliformes,
empregando-se a tabela NMP (ANEXO D). As tabelas de NMP apresentam-se nas
dilui¢des 0,1 mL, 0,01 mL e 0,001 mL.

Os meios de cultura empregados foram: Caldo Lauril Sulfato (LST) com tubo
Durhan, Caldo Verde Brilhante (VB) com tubo Durhan, Caldo E. Coli (EC) com Durhan,
Agar eosina azul de metileno (EMB), Agar padrdo para contagem, Caldo Citrato de
Simons, Caldo VM — VP e Caldo Triptona. As diluigdes foram 10'1, 102 ¢ 107

Para o este presuntivo inoculou-se uma série de trés tubos de LST para cada uma
das dilui¢des. Incubou-se a 35°C/24-48 horas. Caso fosse observada a presenga de
turvacdo e a producgdo de gas atestasse positividade para os tubos. Se positivos, para o
teste confirmativo de cada tubo, inoculou-se uma al¢ada em tubos de VB e em tubos de
EC.

Para os tubos VB, se positivos, incubou-se a 35°C 24/48 horas. O NMP de
coliformes totais ¢ dado pelo nimero de tubos positivos VB, de acordo com a tabela
NMP (ANEXO D) adequada as diluigdes empregadas. Para os tubos EC, se positivos,
incubou-se a 45,5°C/24 horas. O NMP de coliformes fecais ¢ dado pelo numero de
tubos positivos de EC, de acordo com a tabela adequada as diluigdes empregadas. De
cada tubo positivo estriou-se uma algada em Agar Levine. As coldnias tipicas de EC se

mostram nucleadas, com ou sem centro preto, com ou sem brilho metalico.

4.2.2.5 Contagem de Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa

Para a diluicdo e pré-enriquecimento foi utilizada a dilui¢do especifica para
analise de S. aureus e P. aeruginosa com 10 g de amostra e 90 mL de Caldo Caseina-
Soja = Broth CASO. A amostra depois de diluida foi incubada a 35°C/24-48 horas para
pré-enriquecimento. O isolamento foi realizado a partir do Caldo CASO, por
espalhamento em superficie de 0,5 mL do Caldo em Agar Baird Parker e Agar
Cetrimida.

Para a pesquisa de Staphylococcus aureus (SA) foi utilizado o meio de cultura

Baird Parker que foi incubado a 35°C/48 horas. As colonias tipicas, se presentes,
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apresentam-se com as seguintes caracteristicas: coldnias circulares, pretas, pequenas,
lisas, convexas, com bordas perfeitas, rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo
transparente. A contagem acontece através da somatoria de todas as placas.

Para a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa (PA) foi utilizado o meio de cultura
Agar Cetrimide, o periodo de incubagio foi de 48 horas na temperatura de 35°C.
Quando presentes colonias tipicas suas caracteristicas sdo circulares, esverdeadas e com
fluorescéncia.

As andlises microbioldgicas de micro-organismos mesofilos e psicotréfilos, bem
como, as analises de coliformes totais, fecais, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa foram realizadas durante 105 dias consecutivos, conforme deve ser

preconizado em laudo oficial.

4.2.2.6 Teste de eficacia de conservantes ou teste de desafio —

Challenge Test

O presente teste teve como objetivo avaliar a eficacia do sistema conservante
necessdrio a protecdo satisfatoria da formulagdo. Foi realizada a contaminacdo
proposital das formulacdes com micro-organismos especificos e a avaliagdo desta carga
aconteceu em intervalos de tempos definidos. O Challenge Test foi realizado nas
Formulagdes Fcl e Fc2, durante 28 dias ininterruptos.

O in6culo foi preparado a partir de uma suspensdo de micro-organismos
utilizados no teste, com uma cultura recente (24 horas). As bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foram incubadas a 30-35°C de 18 a
24 horas. As bactérias Aspergillus brasiliensis foram incubadas a 20-25°C por sete dias
e Candida albicans foram incubadas a 20-25°C por 48 horas.

Para o preparo da suspensdo de micro-organismos foi utilizada solugdo
fisiologica (0,9% p/v) ou dgua ajustando a concentra¢dao do indculo para 105 a 106 mL
das formulacdes. Para a suspensao de Aspergillus brasiliensis foi adicionado 0,5% p/v
de polissorbato 80 (Tween 80) a solucao salina, ajustando a concentra¢ao do inoculo
para 105 mL tanto para Fcl, como para Fc2.

As formulagdes foram inoculadas com a suspensdo de cada micro-organismo,
em separado. Foi transferido o equivalente a 0,1 mL de inoculo a cada 20 g de cada
formulacao. Foi realizada a contagem de unidades formadoras de colonias das amostras

imediatamente ap6s a inoculacdo, as 24 horas, ao 7°, 14°, 21° e 28° dias. Foi realizada a
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monitorizagdo em 48 e 72 horas, a partir da inoculacdo, para melhor conhecimento do

tempo de acdo do sistema conservante da formulagao.

4.2.277 Teste de estabilidade e estresse térmico (shelf-life e

estabilidade acelerada)

O teste de estabilidade acelerada teve como objetivo fornecer dados para prever
a estabilidade da formulagdo, tempo de vida util e compatibilidade da formulagdo com o
material de acondicionamento (Brasil, 2004). O presente teste visou auxiliar a triagem
das formulacgoes.

Foram empregadas condigdes extremas de temperatura e serviram como auxiliar
na determinacdo da estabilidade da formulagdo. Foi um estudo preditivo e pode ser
usado para estimar o prazo de validade, mas pode ser empregado também quando
houver mudangas na composi¢ao ou no processo de fabricacao terceirizada. As amostras
analisadas Fcl e Fc2 foram previamente acondicionadas na embalagem final, o que
pode antecipar a avaliagdo da compatibilidade da formulacao e a embalagem.

Foram separadamente pesados e analisados 20g das amostras Fcl e Fc2. Os
parametros avaliados foram: aspecto, cor e odor. As amostras foram mantidas nas
temperaturas de 40°C + 2°C e 5°C + 2°C. As inspeg¢des foram realizadas no 1° dia, apos
24 horas, 7° dia, 15° dia, 30° dia, 60° dia, 90° dia e 105° dia. As quantidades das
formulacdes Fcl e Fc2 foram suficientes para as avaliagcdes necessarias, foi respeitado

um tergo da capacidade da embalagem, para possiveis trocas gasosas (Brasil, 2004).

4.2.3 Analises fisicas e quimicas

As andlises fisicas e quimicas abaixo descritas foram realizadas no Laboratorio de
Farmacia e Tecnologia Farmacéutica da Universidade de Santiago de Compostela,
Espanha (USC — ES). O estdgio de pesquisa no exterior foi realizado pela autora do
presente estudo, gragas ao apoio da FAPESP, BEPE/FAPESP Processo n° 2013/04743-8,
sob supervisao do Prof. Dr. Francisco Javier Otero Espinar.

As formulagdes foram enviadas ao laboratério de Farmacia e Tecnologia
Farmacéutica (USC — ES), seguindo as instrugdes estabelecidas pela ANVISA. Os

testes fisicos e quimicos realizados foram: pardmetros organolépticos, aspecto, cor,
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odor, pH, densidade, viscosidade (Gil e Brandao, 2007), caracteristicas das propriedades

mecanicas, ensaio de bioadesdo, ensaio de difusdo e testes reoldgicos.

4.2.3.1 Aspecto

As amostras foram analisadas, em comparag¢ao ao padrdo, a fim de avaliar as
caracteristicas macroscopicas para verificagdo de sinais de instabilidade. A ndo
ocorréncia de separacdo de fases, de precipitacdo, de turvagdo, deve ser indicativa de
estabilidade da amostra ensaiada. O aspecto poderd ser descrito como granulado, po
seco, po umido, cristalino, pasta, gel, fluido, viscoso, volatil, homogéneo, heterogéneo,
transparente, opaco ¢ leitoso. Cada amostra poderd ser descrita como normal, sem

alteracdo; levemente separada, precipitada, turva.

4.2.3.2 Cor

A colorimetria foi realizada pela comparagao visual, sob condi¢des de luz branca
e espectrofotométrica, pela andlise na regido espectral do visivel, da cor das amostras
com a cor do padrao, armazenado nas mesmas condigdes € embalagens.

A comparacdo visual da cor da amostra ensaiada com a cor do padrdo foi
realizada com cerca de 5 g da amostra (formulagdes Fcl e Fc2) acondicionadas em
frascos iguais. A fonte de luz empregada foi a luz branca, natural. Foram pesados 1,5g
de cada amostra, diluidos em agua destilada, na proporcao de 1:1 (p/p) e submetidos a
colorimetria espectrofotométrica pela analise da varredura, na regido do visivel, e
comparados com a varredura do padrdo. Efeitos hipercromico e hipocromico, referentes
a intensidade da banda e efeitos batocromico ou hipsocromico, referentes a variagdo no
comprimento de onda relativo & maxima absor¢do, sdo indicativos de alteracdo na
intensidade da cor ou mesmo modificagdo da coloracdo e, portanto, podem ser
indicativos de instabilidade. Cada amostra foi classificada, em rela¢do a cor em: normal,

sem alteracdo, levemente modificada, modificada, intensamente modificada.
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4.2.3.3 Odor

O odor de cada amostra ensaiada foi comparado ao odor do padrdo, diretamente
através do olfato. Cada amostra foi classificada, em relacdo ao odor em: normal, sem

alteracao, levemente modificado, modificado, intensamente modificado.

4.2.3.4 Valor de pH

A determinacdo do pH foi realizada diretamente nas amostras ensaiadas usando
peagometro digital B374, momento em que foi avaliada a diferenga de potencial entre
dois eletrodos imersos na amostra em analise, previamente calibrados com solu¢ao
tampao de pH 4,0 e 7,0 (Brasil, 2004). O eletrodo foi inserido diretamente na
formulagdo e ndo em dispersdo aquosa como descrito em Davis e Burbace, 1997, Isaac,
1998, Farmacopeia Brasileira, 2001. Valores mantidos entre 5,5 e 6,5, compativeis com

o pH cutaneo, foram usados como critério de estabilidade.

4.2.3.5 Caracterizacao das propriedades mecanicas

Para a caracterizacao das propriedades mecanicas se utilizou o Texturémetro TA
XT Plus, Texture Analyser (Figura 10) e o programa Texture Exponent 32. A
caracterizagdo das propriedades mecanicas foi realizada por meio do método descrito
por Rupenthal et al. (2011).

As analises foram realizadas diretamente nas formulagdes Fcl e Fc2 nas
embalagens finais, onde foram envasadas as amostras. O equipamento texturOmetro
descende e realiza puncdo de 2 mm/seg até alcangar a superficie da amostra onde
penetra 5 mm. A continuacdo da pun¢do volta a ascender até que seja alcancada a
posicdo inicial, na qual se mantém 30 segundos e uma vez transcorrido o tempo, se
volta a repetir o ensaio. Ao final de todo processo se obtém um grafico, que constitui o

primeiro de um minimo de trés réplicas.
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Fonte: elaboragao propria

Figura 10 - Texturometro TA XT Plus, Texture Analyser.

A partir da curva, calculam-se trés parametros: dureza, adesdo e coesdo. Esses
parametros devem ser intrinsecos a uma emulsdo estavel e necessarios para que a
emulsdo apresente uma adequada textura. A dureza se obtém a partir da altura maxima
da curva positiva, a adesdo se calcula a partir da descida maxima da parte negativa da
curva e finalmente, a coesdo ¢ o resultado da divisdo da altura maxima da primeira e da
segunda curva obtida, durante os 30 segundos transcorridos, a figura 11 ilustra o modelo
de uma curva de uma emulsdo que foi submetido aos ensaios e permaneceu com

adequada textura.
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Figura 11 - Exemplo de curva obtida durante o ensaio de textura a partir do programa Texture
Exponent 32.

4.2.3.6 Ensaio de bioadesao

O ensaio de bioadesdo permite medir a capacidade que a emulsdo possui de
aderir-se a um tecido. Novamente utilizou-se o Texturdmetro TA XT Plus, Textura
Exponent 32, empregou-se o método descrito por Blanco et al., 1996.

Para simular a pele humana foi utilizada pele curtida de cabra, que foi
demonstrado ser um bom substituto da pele humana para caracterizar a bioadesdo
(Blanco et al., 1996) e através da metodologia descrita pelo Departamento Técnico del
Consejo General de Colegios Oficiales Farmacéuticos (2012). A pele de cabra foi
recortada em dois pedagos para cobrir a parte inferior da pungdo em uma placa de Petri,
sobre a qual, em continuidade foi adicionado aproximadamente 0,1 g da formulagdo,
conforme demonstra a figura 12. Uma vez que a amostra e o sistema foram preparados,

a pung¢ao baixou a uma velocidade de 1 mm/seg. até que entrasse em contato com a
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formulagdo e comegasse a exercer uma forca de 0,5 N durante 60 seg. Transcorrido o
tempo descrito, a puncdo comecgou a elevar-se enquanto registrava-se a curva forga-
tempo, que representa a bioadesdo. Quando finalmente a pun¢do chegou a posicdo
inicial, foram mantidos 60 segundos iniciando-se um novo ciclo de compressdo. O ciclo
se repetiu em 10 ocasides e foram realizadas seis réplicas por amostra.

A bioadesdo foi calculada como a area abaixo da curva (mJ) for¢a de

deslocamento, obtida para cada ciclo.

Fonte: elaboragdo propria

Figura 12 - Texturdmetro TA XT Plus com pele de cabra e amostra.

4.2.3.7 Ensaio de difusio

Para esse ensaio, empregou-se método baseado no uso de células de difusdo de
Franz (1975). Esse método permitiu que fossem controlados de maneira mais precisa
parametros importantes como a superficie de liberacdo de pequenos volumes de fluido,
em contato direto com as formulagdes, enquanto se mantém de igual modo as condigdes

fisiologicas. Esse ensaio se prolongou por duas semanas.
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Para simular a barreira biologica foi utilizada membrana de didlise
semipermeavel com um peso molecular de 12000 Daltons (Da). Essa membrana
permitiu que moléculas de pequeno tamanho, como os solventes, os sais € os principios
ativos da emulsdo, passassem livremente.

O primeiro passo para a montagem das pecas que formam as células de Franz foi
a realizacdo da hidratacdo das membranas, previamente recortadas de um tamanho
superior ao orificio das células (I cm de diametro), durante uma hora, com agua
purificada, na temperatura de 37°C (= 0,5). Uma vez hidratadas, as membranas foram
acondicionadas de forma centrada sobre a parte inferior da célula de Franz e, em
seguida, a parte superior foi fixada utilizando um silicone (Dow Corning — high vacum
grease).

Uma vez que o conjunto de células de Franz foi montado e o silicone j& havia
selado ambas as partes, foram pesadas 0,5 g de emulsdo de cada formulacao do presente
estudo. As quantidades previamente pesadas foram colocadas no canto superior da peca
e no interior da zona cilindrica da mesma, fazendo sempre com que a emulsdo ficasse
em contato com toda a superficie da membrana, conforme ilustra a figura 13.
Entretanto, a peca inferior apresenta uma zona também cilindrica anexa a base da qual
existe um tubo que serve para a amostragem. Parte da peca foi preenchida com cloreto
de sodio 0,9% evitando a presenca de bolhas em contato com a membrana que podem
modificar a superficie de difusdo. Para que esse sistema se mantivesse homogéneo
durante todo o ensaio, se procedeu a agitagdo continua adicionando um pequeno ima no

meio receptor.
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Fonte: elaboragio propria

Figura 13 - Partes do sistema Franz com a amostra Fc2 a esquerda e a direita com a amostra
Fel.

Em continuidade, foi realizada em cada célula de difusdo de Franz, com o
auxilio de uma pinga metalica, a cobertura dos orificios da parte superior do tubo de
amostragem com Parafilm® visando evitar a evaporagdo e contaminacio do meio
receptor durante o ensaio. O experimento foi executado no periodo ininterrupto de 24

horas, tal como ilustra a figura 14.

Fonte: elaboragio propria

Figura 14 - Banho termostatizado a 37 'C (£ 0,5), ap6s 24 horas de agitacio para simular as
condi¢des fisiologicas, que incluem células de Franz apds sua preparagao.
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Para a amostragem e com a finalidade de determinar as quantidades absorvidas
nos intervalos de tempo predeterminados retirou-se 1 mL de cloreto de sédio 0,9% do
meio do receptor, que se substituiu por meio fresco. Os testes foram realizados em seis
amostras de cada formulagao.

A quantidade de capsaicina nas amostras foi  determinada
espectrofotometricamente a uma longitude de onda de 284 nm, em um
Espectrofotometro Hewlett Packard 8452A. Para tal, determinou-se previamente a curva

de leitura com solugdes de capsaicina com diferentes concentragdes.

4.2.4  Ensaios reologicos

4.2.4.1 Densidade

Foi utilizado um picnémetro com capacidade de 5 mL da marca Satélite,
previamente calibrado pela determinagdo de sua massa quando vazio e quando contendo
agua recém-destilada. Depois de colocada a amostra no picnometro, retirou-se 0 excesso
e pesou-se em balanca analitica, sendo a massa da amostra obtida através da diferenca

entre a massa do picndmetro cheio e vazio (Farmacopéia, 1988).

4.2.4.2 Viscosidade

A caracterizagdo reologica das emulsdes Fcl e Fc2 (viscosidade) foi realizada
utilizando-se um AR 1000N-red6metro Rheolyst (TA Instruments, Newcastle, UK) com
um analisador de AR2500, uma placa de Petri e um cone de 6 cm de diametro e 1 grau,

conforme ilustra a figura 15.
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Fonte: elaboragio propria

Figura 15 - AR 1000N-redmetro Rheolyst (TA Instruments, Newcastle, UK).

As amostras Fcl e Fc2 foram adaptadas ao equipamento durante 2 minutos a 20
°C, com varrimentos de frequéncia entre 0,1 e 50 rad / s. Utilizou-se a aplicagdo de uma
forca de oscilagdo de 0,1 Pa, com TA Instruments cone certificado de 6 cm e 1 grau.
Finalmente formou-se um cisalhamento de rampa de fluxo continuo num intervalo entre
0,1 e 10s-1. As determinagdes reologicas de viscosidade aconteceram em modulos de
temperaturas de 20 °C e 40 °C. As medi¢des de reometria consistem geralmente na
analise de cisalhamento a uma frequéncia constante. Os graficos obtidos a partir da
varredura de tensdo fornecem informagdes, a serem observadas no capitulo Resultados,
sobre o médulo de elasticidade G' e modulo viscoso G " (Signorelli e Isla, 2005).

Com o execucdo do subprojeto 1 foi possivel a obten¢ao das formulagdes Fcl e

Fc2 dentro dos paramentos de qualidade e seguranca estabelecidos pela ANVISA.
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SUBPROJETOS 2 e 3 — in vivo (clinico)
4.2.5 Estudo Clinico
4.2.5.1 Desenho do estudo
Estudo prospectivo, placebo controlado e simples cego.

4.2.5.2 Local do estudo, sujeitos, tamanho amostral e avaliacio da

dor

O estudo foi desenvolvido no Servigo de Terapia Antalgica e Cuidados
Paliativos (TACP), localizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista (FMB-UNESP). Esse estudo clinico obteve
aprovagdo pelo Comité de Etica e Pesquisa da FMB-UNESP (ANEXO E).

Para o diagnéstico da SDM foram utilizados os critérios publicados em Yeng et
al., 2003. Segundo estes critérios, o diagnostico da SDM dependeu exclusivamente da
historia e do exame fisico, conforme ilustra a figura 16. A SDM ¢ caracterizada por dor
muscular regional, com a presenga de bandas musculares tensas palpaveis nas quais
foram identificados pontos intensamente dolorosos denominados de PG. Uma vez
estimulados por palpacdo digital, ou durante a puncdo localizada com agulha, os PG
desencadeiam dor local ou referida a distancia. A tabela 2 sumariza os critérios que

foram empregados para o diagnostico dos pacientes incluidos no presente estudo.

Tabela 2 - Critérios diagnésticos da SDM

Critérios maiores Critérios menores

bandas de tensdo muscular evocacdo da reagdo contratil visualmente ou a
palpagdo

dor intensa nos PGs em uma banda de reacdo contratil ao agulhamento dos PGs

tensdo reacdo contratil ao agulhamento dos  reproducao da dor a pressdao do noédulo

PGs demonstracdo eletromiografica de atividade

reproducdo da dor a pressdao do ndédulo doloroso elétrica caracteristica de nédulo

demonstracdo eletromiografica de atividade  doloroso em uma banda de tenséo
dolorosa
anormalidade sensitiva na distribui¢cdo de um

limitagdo da amplitude de movimento PG & compressio correspondente

decorrente da dor

Fonte: Yeng et al., 2003
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Fonte: elaboragdo propria

Figura 16 - Diagnostico da SDM.

Apo6s o diagndstico da SDM, os pacientes foram convidados a participarem do

estudo. Os pacientes foram sequencialmente incluidos no grupo de estudo, depois de

observadas as seguintes condi¢des dos critérios de inclusio:

apresentar-se como paciente em seguimento regular no ambulatério da
TACP;

usar regularmente os medicamentos prescritos no TACP ha pelo menos um
més, medicamentos esses que compdem a terapia convencional para SDM;
obter o diagnéstico da SDM e PG ativos no momento do exame,
conseguindo apontar um PG com maior intensidade de dor;

presenca de dor > 5 (0 a 10) a palpagdo do PG com maior intensidade de
dor;

auséncia de lesdes ou feridas na pele;

histéria negativa de hipersensibilidade a capsaicina (verificada no protocolo
clinico quando se investigou intolerancia as pimentas vermelhas);

negar ingesta de pimenta vermelha nas ultimas seis horas;

ndo apresentar hipersensibilidade a qualquer componente da férmula
(verificada no protocolo clinico quando se investigou intolerancia a cremes
para pele);

ndo apresentar diagnostico de hipertensao;
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— apresentar idade superior a 18 anos;

— ndo ser gestante;

— ndo apresentar diagndstico de diabetes;

— entendimento da escala numérica verbal de dor;
— concordancia em participar;

— concordancia com o termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2.5.3 Critérios de exclusao

a) negativa em participar;
b) nao entendimento da escala numérica verbal de dor;
c) presenca de lesdo cutanea na area de aplicagao;

d) ndo compreensdo da ENV.

Uma vez satisfeitas as condi¢des anteriores ¢ apos devidamente orientados, os
pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE (APENDICE
A). Caso recusassem participar do estudo, foi assegurado ao paciente que este nao
sofreria qualquer forma de sansdo. Os sujeitos da pesquisa foram examinados pelos
médicos residentes do servico de TACP, sob supervisdo do médico responsavel pelo
ambulatorio.

Sempre em ambito hospitalar, os pacientes foram divididos em dois grupos, no
total de 46, que foram admitidos ao estudo. No entanto, seis pacientes foram excluidos
do estudo no decorrer da pesquisa por ndo terem se adequado ao seguimento do
protocolo clinico, até o término da pesquisa. Dessa forma, 40 pacientes com SDM
foram efetivamente acompanhados nessa pesquisa clinica, sendo 20 alocados no Grupo
Fcl e 20 alocados no Grupo Fc2 e que receberam, respectivamente, as formulagdes Fcl
e Fc2. Foi escolhido pelo paciente o PG que mais lhe provocava desconforto e dor a
palpacdo para que fosse realizada a aplicagdo topica da formulagdo € o mesmo foi
marcado através de um molde circular de 24 milimetros de didmetro, com caneta
propria para marcacdo na pele. As formulagdes topicas Fcl e Fc2 (creme base e creme
base incorporado a capsaicina 8%) foram aplicados na quantidade de 10 g por 30
minutos, apoiando-se na terapia proposta por Qutenza, 2011 ¢ Anand e Bley, 2011.

Como a capsaicina estd presente em muitos alimentos ingeridos rotineiramente

sob a forma de tempero (pimenta), o protocolo clinico (APENDICE B) contém

Material e Métodos



79

perguntas que investigam a dieta das ultimas 6 horas de todos os pacientes, mesmo 0s
pacientes do grupo Fcl, o que serviu de referencial para a analise do grupo Fc2.

A administragdo dos cremes foi realizada com espatula, na quantidade
previamente pesada e padronizada, em via topica ou local, com completa
espalhabilidade na 4rea delimitada. A administra¢do foi realizada em area superior, na
superficie cutinea, correspondente ao PG de maior dor, através de profissional
capacitado e treinado.

Todos os equipamentos de protecao individual (EPIs) foram oferecidos para a
seguranga do profissional e dos pacientes. Anteriormente a aplicagdo dos cremes (Fcl e
Fc2) do estudo, os pacientes de ambos os grupos receberam a aplicagdo topica de
anestésico (lidocaina 4%) por periodo de 50 minutos na area correspondente aos PG, e
em seguida o anestésico foi retirado. Os pacientes do grupo Fcl foram tratados em uma
unica aplicagdo exclusivamente com a formulagdo Fcl, ja os pacientes do grupo Fc2
foram tratados exclusivamente com a formula¢do Fc2. Ao término dos 30 minutos do
tempo de aplicacdo, as formulacdes Fcl e Fc2 foram imediatamente retiradas com
lengos umedecidos e foram avaliados os parametros de tolerabilidade a pele.

Ap0s a retirada das formulagdes, a area de aplicagdo foi higienizada por um gel
de limpeza proprio, ndo i6nico e de pH fisioldgico. Ao finalizar a higienizagdo foram
coletadas dos pacientes amostras sanguineas para quantificacio da possivel
concentragdo plasmatica da capsaicina. Conforme ilustra a figura 17, as amostras de
sangue foram coletadas em tubos plésticos estéreis e descartdveis, contendo o
anticoagulante heparina sodica e processadas em centrifuga Centrifuge 5430 com
refrigeracdo, por 10 minutos a 4000 rpm. As amostras de plasma foram separadas
através de micropipetas em tubos Eppendorfs, mantidas sob refrigeragdo (-80 °C) e
submetidas a analise de dosagem de capsaicina, através da cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC).
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Fonte: elaboragio propria

Figura 17 - Sangue em fase de processamento.

Para a avaliacdo da intensidade da dor, utilizou-se uma Escala Numérica Verbal
(ENV). Nesta instruiu-se o paciente a atribuir um escore numérico, de zero a dez, para a
intensidade de sua dor, sendo que zero significa auséncia de dor e dez a dor mais intensa
imaginavel, conforme descrito por Fortunato et al., 2013.

Os pacientes foram orientados a comunicar a presenca e a intensidade de
queimacdo local (parametros de tolerabilidade a pele), bem como, a presenga de
alteragdes cutaneas durante o periodo de 60 minutos da aplicagdo das formulagdes.
Ap6s a retirada das formulagdes, aos 30 e 60 minutos, os pacientes responderam a ENV.
Vinte e quatro horas apos a retirada das formulagdes, os pacientes foram contatados via
telefone para avaliagdo da tolerabilidade cutanea, questionando-se sobre a presenga ou
auséncia de hiperemia e queimacao no local da aplicagdo.

As avaliagdes que ocorreram apos o 7° dia da aplica¢do das formulagdes, assim
como as avaliagdes subsequentes (um més e dois meses) foram realizadas também via
telefone. Durante esses telefonemas os pacientes foram questionados quanto a presenca
e intensidade de queimacao local, alteracdes cutaneas e responderam a escala verbal de
dor.

Os pacientes nao foram informados quanto ao grupo, e consequentemente o tipo
de formulacdo, que receberam. Nao foi prevista a disponibilizagdo do medicamento

apos término do projeto.
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4.2.6 Analise estatistica

Para a avaliagdo estatistica dos ensaios fisicos e quimicos, quando os dados
apresentaram-se como paramétricos e analisados isoladamente, utilizou-se a ANOVA
(Analise de Variancia) para medidas repetidas. Para a comparagdo dos resultados dos
ensaios de Fcl e Fc2 aplicou-se teste ¢ de Student.

Para o estudo clinico o tamanho amostral foi determinado baseando-se numa
diferenga esperada entre as médias da escala numérica verbal, nos grupos Fcl e Fc2, em
torno de quatro unidades de medida. Assumindo desvio-padrdo igual a 3,5 unidades e
poder do teste de no minimo 90%, determinou-se 20 pacientes por grupo.

Para a comparacao das médias e verificagdo das possiveis diferengas, em relacao
aos momentos e grupos, foi utilizado o teste ANOVA com medidas repetidas, o qual
possibilita tratamento uni e multivariavel. Para as comparagdes envolvendo varidveis
quantitativas foi utilizado o teste ¢ de Student e, para comparacdes entre variaveis
qualitativas, o teste para Propor¢ao. Em relacdo aos resultados envolvendo comparagdes
ndo paramétricas utilizou-se o teste de Wilcoxon.

O nivel de significancia considerado foi de 5%.

4.2.7 Analise do plasma sanguineos através da Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC)

O método utilizado para a quantificagdo de capsaicina a partir do plasma
sanguineo dos pacientes submetidos ao tratamento com as formulag¢des Fcl e Fc2 foi
realizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), no Departamento de
Quimica, da Faculdade de Quimica na Universidade Estadual Paulista, Bauru-Sao
Paulo, pela autora do presente estudo, sob a colaboracao e supervisao do Prof. Dr.
Manoel Menezes.

O método foi otimizado de Suresh e Srinivasan (2010), em acordo com as
normas do ICH (1996). As amostras de plasma foram extraidas, com 1 mL de acetato de
etila cuidadosamente em vortex e em seguida centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm,

conforme mostra a figura 18.
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Fonte: elaboragio propria

Figura 18 - Amostras de plasmas apds extragdo e centrifugagao.

O sobrenadante foi decantado ¢ a extracao repetida trés vezes para cada amostra.
A quantificagdo por CLAE foi realizada nos 40 tubos coletados, divididos em grupo Fcl
(creme placebo) e grupo Fc2 (creme capsaicina). A quantificacdo foi realizada através
de extratos limpos por passagem através de filtro de membrana 0.22 p. Utilizou-se o
equipamento Varian Pro Star utilizando SGE 250 x 4,6mm SS Excil, coluna C18
Analitica de 10 microns. A capsaicina nas amostras foi separada e quantificada por
eluigdo isocratica, em uma fase méovel contendo uma mistura de acetonitrila grau HPLC
e agua MiliQ® (70:30). Os parametros de andlise foram: fluxo 1 mL/minuto, A =220 nm
e inje¢do de 30 pl. O desempenho e reprodutibilidade foram confirmados utilizando

padrdes internos de capsaicina Sigma- Aldrich.
4.2.7.1 Linearidade

A wvalidagdo iniciou-se com a obtencdo de 5 curvas-padrdo em 3 dias
consecutivos a partir de uma solucao estoque de capsaicina. A curva analitica foi obtida
utilizando as concentragdes de: 1,25; 2,5; 5,0 e 10 ug/mL do padrao analitico de
capsaicina. Foram obtidas curvas médias de capsaicina mostrando valores de coeficiente

de determinacao (R?) adequados (ICH 1996).
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4.2.7.2 Quantificacoes de capsaicina a partir das formulac¢ées Fcl e

Fc2

O método utilizado para a quantificacdo de capsacina a partir das formulagdes
Fcl e Fc2 foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O método
também foi otimizado de Suresh e Srinivasan (2010) em acordo com as normas do ICH
(1996). As amostras das formulagdes foram extraidas pesando-se 0,1 g do creme (Fcl
ou Fc2), com 1 mL de acetato de etila, 1 mL de &4gua MiliQ® e, em seguida
centrifugadas, por 5 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi decantado e a extracdo
repetida trés vezes para cada amostra. A quantificagdo por HPLC foi realizada em
triplicata, divididos em grupo Fc1 (creme placebo) e grupo Fc2 (creme capsaicina).

A quantifica¢do foi realizada através de extratos limpos por passagem através de
filtro de membrana 0.22 p. Utilizou-se o equipamento Varian Pro Star utilizando SGE
250 x 4,6 mm SS Excil, coluna C18 Analitica de 10 microns,

A capsaicina nas amostras foi separada e quantificada por elui¢do isocratica, em
uma fase movel contendo uma mistura de acetonitrila grau HPLC e agua MiliQ®
(70:30). Os parametros de analise foram: fluxo 1 mL/minuto, A = 220 nm e injegdo de
30 pL. O desempenho e reprodutibilidade foram confirmados utilizando padrdes

internos de capsaicina Sigma- Aldrich.
4.2.7.3 Linearidade

A validagdo iniciou-se com a obtengdo de cinco curvas-padrdo em trés dias
consecutivos a partir de uma solucdo estoque de capsaicina. As concentragdes (pontos)
utilizadas foram: 1,25; 2,5; 5,0 e 10 pg/mL. Obtiveram-se curvas médias de capsaicina

mostrando valores de coeficiente de determinagdo (R?) adequados (ICH 1996).
4.2.7.4 Especificidade do método

A especificidade do método de quantificacdo de capsaicina tanto no plasma
humano, quanto na formulagdo foi confirmada a partir dos plasmas sem capsaicina e
creme placebo (creme base). Observou-se que ndo houve interferéncia dos componentes

do plasma ou da formulag¢do, que pudesse interferir no método proposto.
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S RESULTADOS

5.1 Analises microbioldgicas

5.1.1 Contagem de mesoéfilos, coliformes totais e fecais

As andlises das formulagdes Fcl e Fc2 apresentaram os resultados negativos
quanto aos micro-organismos meso6filos e psicotrofilos <10 UFC/g, bem como, as
bactérias Gram negativas. Ndo houve o aparecimento de colonias mesofilas e
psicotrofilas durante o periodo de incubagdo. Em relagdo aos coliformes totais <3,0
NMP/g, identificou-se resultado negativo, por meio da auséncia da producao de gas, no
interior do tubo Durhan. Por esse motivo, ndo se executou a sequéncia de analises em
tubos contendo caldo verde brilhante (confirmatorio de coliformes totais) e caldo EC
(confirmatorio de coliformes fecais). Nao se observou diferenca entre os valores, que
estdo de acordo com os padrdes microbiologicos estabelecidos pela legislacdo vigente

(Tabelas 3, 4, 5 ¢ 6).

Tabela 3 — Analise microbioldgica de mesofilos nas formulagdes Fcl e Fc2

Formulagoes

Contagem de bactérias aerdbicas mesoéfilas UFC/mL ou g

Periodo Fel Fc2
inicial <10 <10
24 horas <10 <10
7 dias <10 <10
15 dias <10 <10
30 dias <10 <10
60 dias <10 <10
90 dias <10 <10
105 dias <10 <10

Limite de quantificagdo do método: 10 UFC/mL ou g.

Resultados



Tabela 4 - Analise microbiologica de bactérias psicotrofilas nas formulagdes Fcl e Fc2
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Formulacoes
Contagem de bactérias aerobicas psicotroéfilas UFC/mL ou g
Periodo Fel Fc2
Inicial <10 <10
24 horas <10 <10
7 dias <10 <10
15 dias <10 <10
30 dias <10 <10
60 dias <10 <10
90 dias <10 <10
105 dias <10 <10

Limite de quantificagdo do método: 10 UFC/mL ou g.

Tabela 5 — Analise de bactérias Gram negativas nas formulagoes Fcl e Fc2

Formulacoes
Determinacio de bactérias Gram negativas
Periodo Fcl Fc2

Inicial Auséncia Auséncia
24 horas Auséncia Auséncia
7 dias Auséncia Auséncia
15 dias Auséncia Auséncia
30 dias Auséncia Auséncia
60 dias Auséncia Auséncia
90 dias Auséncia Auséncia
105 dias Auséncia Auséncia

Limite de quantificagdo do método: Presenga/Auséncia

Tabela 6 — Analise microbiologica de coliformes totais nas formulagdes Fcl e Fc2

Formulacoes
Contagem de bactérias aerébicas coliformes totais NMP/mL ou g
Periodo Fcl Fc2
Inicial <3 <3
24 horas <3 <3
7 dias <3 <3
15 dias <3 <3
30 dias <3 <3
60 dias <3 <3
90 dias <3 <3
105 dias <3 <3

Limite de quantificacdo do método: 3 NMP/g

Resultados
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5.1.2 Contagem de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Durante todos os periodos de incubagdo, no decorrer dos 105 dias de analise de
contagem dos micro-organismos patogénicos Pseudomonas —aeruginosa €
Staphylococcus aureus detectou-se auséncia de crescimento microbiano, conforme
ilustram as tabelas 7 e 8. Os valores estdo expressos em acordo com os padrdes
microbiologicos estabelecidos pela legislagdo vigente. Os resultados ndo indicam

diferenca significativa entre os valores das formulacdes Fcl e Fc2.

Tabela 7 — Analise de Pseudomonas aeruginosa nas formulacdes Fcl e Fc2

Formulacoes

Determinacio de Pseudomonas aeruginosa

Periodo Fcl Fc2
Inicial Auséncia Auséncia
24 horas Auséncia Auséncia
7 dias Auséncia Auséncia
15 dias Auséncia Auséncia
30 dias Auséncia Auséncia
60 dias Auséncia Auséncia
90 dias Auséncia Auséncia
105 dias Auséncia Auséncia

Limite de quantificacdo do método: Presenga/Auséncia.

Tabela 8 — Analise de Staphylococcus aureus nas formulagdes Fcl e Fc2

Formulacoes

Determinacio de Pseudomonas aeruginosa

Periodo Fcl Fc2
Inicial Auséncia Auséncia
24 horas Auséncia Auséncia
7 dias Auséncia Auséncia
15 dias Auséncia Auséncia
30 dias Auséncia Auséncia
60 dias Auséncia Auséncia
90 dias Auséncia Auséncia
105 dias Auséncia Auséncia

Limite de quantificacdo do método: Presenga/Auséncia

Resultados



5.1.3 Teste de eficacia de conservantes ou teste de desafio — Challeng Test

Os resultados das andlises das formulacdes Fcl e Fc2 estdo demonstrados por

meio da reducdo logaritmica dos micro-organismos sobreviventes. Os resultados, sem é
diferenca entre os grupos, se apresentam como: <10 UFC dos micro-organismos Sa, Pa, g
-
Ab e Ca, bem como, da reducao log UFC/g >4,77 dos mesmos e evidenciam a eficacia '
(a7
do sistema conservante utilizado nas formula¢des desenvolvidas. Os valores expressos
no presente teste apresentam-se em acordo com a legislagdo vigente, conforme mostram
as tabelas 9, 10, 11 e 12.
Tabela 9 - Teste de eficacia de conservantes — Fcl
Tempo
Contagem formulacio Fcl
MO FD 7 dias FD 14 dias FD 21 dias FD 28 dias
Sa -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
Ec -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
Pa -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
Ab -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
Ca -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
MO: micro-organismos; Sa: Staphylococcus aureus; Pa: Pseudomonas aeruginosa
Ab: Aspergillus brasiliensis; Ca: Candida Albicans; FD: fator de diluicao.
Tabela 10 - Teste de eficacia de conservantes/ redugao logaritmica — Fcl
Reducio Logaritmica
Formulagao Fcl
MO 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Sa >4,77 >4.77 >4.77 >4.77
Ec >4 .81 > 481 > 481 >4.81
Pa > 4,85 > 485 > 4,85 > 4,85
Ab >4,73 >4,73 >4,73 >4,73
Ca > 4,79 > 4,79 > 4,79 > 4,79
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Tabela 11 — Teste de eficacia de conservantes - Fc2

Tempo
Contagem Formulacio Fc2
MO FD 7 dias FD 14 dias FD 21 dias FD 28 dias
Sa -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
Ec -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
Pa -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
Ab -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10
Ca -1 <10 -1 <10 -1 <10 -1 <10

Resultados

MO: micro-organismos; Sa: Staphylococcus aureus; Pa: Pseudomonas aeruginosa
Ab: Aspergillus brasiliensis; Ca: Candida Albicans; FD: fator de diluicao.

Tabela 12 - Teste de eficacia de conservantes/ redugdo logaritima — Fc2

Reducdo Logaritmica
Formulacao Fc2

MO 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
As > 477 >477 > 4,77 > 4,77
Ec >4.81 >4.81 >4.81 > 4,81
Pa > 485 > 4,85 > 4,85 > 4,85
Ab >4.73 >4.73 >4,73 > 4,73
Ca >4.79 >4.79 > 479 > 4,79

MO: micro-organismos; Sa: Staphylococcus aureus; Pa: Pseudomonas aeruginosa
Ab: Aspergillus brasiliensis; Ca: Candida Albicans; FD: fator de diluicéo.



5.1.4 Teste de estabilidade acelerada — Shelf life

O teste de estabilidade acelerada das formulagdes Fcl e Fc2 foi realizado
durante 105 dias consecutivos empregando-se situagdes extremas de temperatura e
verificou-se auséncia de reagdes entre os seus componentes ou alteragdes. Foram
avaliados e considerados normais, os resultados dos parametros: aspecto, cor, odor, peso
inicial, temperatura (T°) e umidade relativa em porcentagem (UR%), nas diferentes
condi¢des de temperatura; baixas temperaturas (5,0 = 2°C) e altas temperaturas (40 +
2°C). As formulagdes apresentaram-se estaveis durante todo o periodo de analise, ¢ em

acordo com a legislacdo vigente. Os resultados dos ensaios, quando comparados, ndo

apresentaram diferengas (Tabelas 13, 14, 15, 16, 17 e 18).

Tabela 13 — Estabilidade a baixas temperaturas, inicial ao 15° dia - Fcl

Baixas temperaturas - Fcl

Tempo de inspecido

Pariametros inicial 24 horas 7° dia 15° dia
Aspecto Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Cor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Odor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Peso inicial 20¢g 20g 20¢g 20g
T° e UR% - 5°C - 65% 6°C - 66% 5,5°C - 62%
S.A: sem alteragdo
Tabela 14 — Estabilidade a baixas temperaturas, 30° dia ao 105° dia - Fcl

Baixas temperaturas - Fcl

Tempo de inspecio

Pariametros 30° dia 60° dia 90° dia 105° dia
Aspecto Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Cor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Odor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Peso inicial 20g 20 g 20¢g 20g
T° e UR% 5,8°C - 60% 6,0°C - 60% 5,5°C - 60% 5,2°C - 60%

S.A: sem alterag@o

Resultados



Tabela 15 — Estabilidade a baixas temperaturas, inicial ao 15° dia — Fc2

920

Baixas temperaturas — Fc2

Tempo de inspecao

Parimetros inicial 24 horas 7° dia 15° dia
Aspecto Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Cor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Odor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Peso inicial 20 g 20¢g 20g 20g
T° e UR% - 5°C - 65% 6°C - 66% 5,5°C - 62%
S.A: sem alteragdo
Tabela 16 — Estabilidade a baixas temperaturas, 30° dia ao 105° dia — Fc2

Baixas temperaturas - Fc2

Tempo de inspecio

Parametros 30° dia 60° dia 90° dia 105° dia
Aspecto Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Cor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Odor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Peso inicial 20g 20g 20g 20¢g
T° e UR% 5,8°C - 60% 6,0°C - 60% 5,5°C - 60% 5,2°C - 60%

S.A: sem alteragdo

Resultados



Tabela 17 - Estabilidade a altas temperaturas, inicial ao 15° dia — Fc2
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Altas temperaturas - Fc2

Tempo de inspecao

Parametros inicial 24 horas 7° dia 15° dia
Aspecto Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Cor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Odor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Peso inicial 20g 20g 20g 20g

T° e UR% - 41,5°C - 60% 41,3°C - 62% 41,0°C - 60%

S.A: sem alteragdo

Tabela 18 - Estabilidade a altas temperaturas, 30° dia ao 105° dia — Fc2

Altas temperaturas - Fc2

Tempo de inspecio

Parimetros 30° dia 60° dia 90° dia 105° dia
Aspecto Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Cor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Odor Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A. Normal/S.A.
Peso inicial 20g 20 g 20g 20¢g

T° e UR% 41,7°C - 63% 41,5°C - 60% 41,1°C - 60% 41,8°C - 61%

S.A: sem alteragdo

5.2 Analises fisicas e quimicas

5.2.1 Aspecto, cor, odor e pH

— Aspecto

Nao foi observada a ocorréncia de separagdo de fases, ndo houve precipitagdo. O

aspecto das formulagdes Fcl (creme base) e Fc2 (creme base incorporado a capsaicina)

apresentaram-se como cremes Viscosos, aparentemente homogéneos, normais e sem

nenhuma alteracao.
— Cor

A formulacdo Fcl corresponde a cor de creme base cor branca e aparéncia

opaca. A formulagdo Fc2 corresponde a cor semelhante a capsaicina em po, ou seja, po

cristalino branco, levemente amarelado. As amostras Fcl e Fc2 apresentam cores

normais, sem qualquer alteracdo (ANEXO F).
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—  Odor

Fcl: odor normal e sem alteragao.
Fc2: odor normal, sem alteragdo e levemente picante, devido a alta concentragdo
de capsaicina na formulagdo. O odor picante ou irritante é caracteristico da matéria-

prima capsaicina em po.
— Valor de pH

A capsaicina em pd, conforme laudo ACOFARMA (ANEXO F) apresenta em
solugdo saturada, o valor de pH de aproximadamente 6,4. Os valores de pH das
formulagdes Fcl e Fc2 foram determinados em diferentes condi¢des de temperatura:

— temperatura ambiente

— estufaa45°C

— geladeira a 5°C

Nao houve diferenca significativa (p > 0,05. Teste de ANOVA) no valor de pH
(temperatura ambiente, estufa a 45°C e geladeira 5°C) e nas diferentes temperaturas,
quando analisadas isoladamente as formulagdes Fcl e Fc2. No entanto, quando
comparados os parametros dos grupos Fcl e Fc2, observa-se diferenca estatisticamente
significativa entre os valores (p < 0,0001. Teste ¢ de Student), as tabelas 19, 20 e a figura

19 ilustram os resultados.

Tabela 19 - Valores de pH da formulagdo Fcl de acordo com a temperatura (° C), valores
expressos em nimero absoluto (n) e média

Valores de pH da formulac¢ao Fcl

Réplicas Ambiente Estufa 45°C Geladeira 5°C
1 5,09 5,08 5,08
2 5,08 5,09 5,08
3 5,08 5,08 5,09

p > 0,05. Teste de ANOVA
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Tabela 20 - Valores de pH da formula¢do Fc2 de acordo com a temperatura (°C), valores
expressos em numero absoluto (n) e média

Valores de pH da formulagao Fc2

Réplicas Ambiente Estufa 45°C Geladeira 5°C
1 6,50 6,45 6,50
2 6,48 6,47 6,51
3 6,50 6.45 6,49

p > 0,05. Teste de ANOVA

|

EFcl
OFc2

pH

Ambiente Estufa 43°C Geladeira 5°C

Formulacoes p<0,0001"

Figura 19 - Valores de pH das formulagdes Fcl e Fc2, de acordo com a temperatura (°C).

p <0,0001". Teste 7 de Student, quando comparados os pardmetros de Fcl e Fc2.

5.2.2 Caracteristicas das propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas das formulacdes Fcl e Fc2 foram caracterizadas a
partir das determina¢des de dureza, adesdo e coesdo e avaliadas em seis réplicas,
conforme ilustram as tabelas 20 e 21. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05. Teste
de ANOVA) no valor das propriedades mecanicas (dureza, adesao e coesao) quando

analisados isoladamente nas formulagdes Fcl e Fc2.
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Tabela 21 — Propriedades mecénicas de dureza, adesdao e coesdo da formulagdo Fcl, valores
expressos em numero absoluto

Propriedades mecénicas da formulacio Fcl

Réplica 1 2 3 4 5 6 Unidade
Dureza 0,714 0,615 0,80 0,885 1,001 0,733 N
Adesao 1,313 1,287 1,30 1,139 1,631 0,534 mJ
Coesao -1,803 -1,687 -2,10 -2,178 2,036 -5,161 -

(p 20,05. Teste de ANOVA)

Tabela 22 — Propriedades mecanicas de dureza, adesdo e coesdo da formulagdo Fc2, valores
expressos em niimero absoluto (n)

Propriedades mecénicas da formulagao Fc2

Réplica 1 2 3 4 5 6 Unidade
Dureza 0,550 0,481 0,530 0,564 0,594 0,54 N
Adesio 1,005 0,857 0,950 1,091 1,091 0,856 mJ
Coesao -2,077 -1,718 -1,80 -1,935 -2,021 -2,019 -

(p>0,05. Teste de ANOVA)

Os resultados das comparacdes envolvendo esses trés parametros sao discutidos

a seguir.

5.2.2.1 Dureza

A adequada propriedade mecanica de dureza avaliada nas formulagdes Fcl e
Fc2, apresentaram diferenca estatisticamente significativa, quando tiveram os seus
valores comparados (p < 0,005. Teste ¢ de Student). Apresentam-se os resultados de
dureza através das figuras 20, 21 e 22. As andlises estatisticas mostram variacdes

significativas nas formulagdes Fcl e Fc2 (p < 0,005. Teste ¢ de Student).
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Figura 20 - Grafico da analise da dureza das formulagdes Fcl e Fc2

(p <0,005". Teste ¢ de Student).

5.2.2.2 Adesao

As adequadas propriedades mecanicas adesivas das formulacdes Fcl e Fc2,
quando comparadas, mostram variacdes estatisticamente significativas (p < 0,005. Teste

t de Student).

Propriedades Mecéanicas
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p<0,005"

Figura 21 - Grafico da propriedade mecénica adesdo entre as formulagdes Fcl e Fc2

(p <0,005". Teste ¢ de Student).
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Certamente as diferengas estatisticas das propriedades de dureza e adesao,
detectadas nas formulagdes de Fcl e Fc2 devem-se a influéncia da capsaicina, presente

na formulacao na Fc2.

5.2.2.3 Coesao

As formulagdes Fcl e Fc2 apresentaram adequados resultados de coesdo. No
entanto, quando comparados, os valores ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05.
Teste ¢ de Student). A presenca da capsaicina na formulacdo Fc2 ndo interferiu na

propriedade mecénica de coesdo, como mostra a figura 24.

Propriedades Mecanicas
3-
B Fcl
O Fc2
2-
O
O 1
0- T
Formulacdes

Figura 22 - Grafico da propriedade mecénica coesdo entre as formulagdes Fcl e Fc2
(p > 0,05. Teste ¢ de Student).

As formulagdes estudadas mantiveram-se estaveis e com adequada textura no
decorrer das determinagdes, uma vez que foi possivel a atribui¢do de valores a

caracterizagao de propriedades mecanicas.

Resultados



97

5.2.3 Ensaio de bioadesao

Os resultados do trabalho de bioadesdo (APENDICE D) foram avaliados por
meio da determinacdo dos parametros: for¢a maxima de separagdo (N) e trabalho de
adesdo (mJ) das formulacoes Fcl e Fc2, os mesmos sdo observados nas figuras 23 e 24.
A andlise estatistica dos resultados do ensaio de bioadesdo demonstra uma influéncia
significativa dos fatores estudados. De acordo com os resultados obtidos no presente
ensaio, nota-se que ha diferenca significativa em relacdo a forca maxima de separagdo
(p=0,0179. Teste ¢ de Student), quando comparadas as formula¢des Fcl e Fc2. Em
relacdo ao trabalho de adesdo, ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as

formulagdes, (p > 0,05. Teste ¢ de Student).

Z 2.0 p=0,0179° 2.0
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S 0.0 0.0

3 1

Figura 23 - Grafico dos resultados for¢a maxima bioadesdo Fcl e Fc2 em mJ.

Forga maxima de separagdo, p=0,0179". Teste ¢ de Student.
Trabalho de adesdo, p > 0,05. Teste ¢ de Student.

Resultados



98

1.5-
-O- Fcl
- Fc2
wn
@)
o
8
S
O
1.0 e,
£
© -
(& s
h &
S |
0.5-
0.0 . : . .
00 05 10 185 20 25 30
Deslocamento (mm)

Figura 24 - Grafico da forga e capacidade de deslocamento das formulagdes Fcl e Fc2.

p=0,0179. Teste ¢ de Student.

5.2.4 Ensaio de difusdo (células de Franz)

Para a determinacdo das possiveis propriedades de liberacdo da capsaicina a

partir da formula¢do Fc2, foi realizado um estudo de 24 horas. Os resultados sdo

apresentados na figura 25 em que podemos verificar a cinética obtida.
Na formulacao Fc2 observou-se uma liberacao gradual de capsaicina durante as

8 horas iniciais do ensaio. ApOs a oitava hora de andlise observou-se a possivel
saturagdo do receptor a capsaicina no meio, ndo havendo mais a liberacdo até¢ as 24

horas de andlise. Na formulagdo Fcl ndo se observou a liberacdo gradual da capsaicina.
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Figura 25 - Grafico da liberagao gradual da capsaicina através das células de Franz.

5.2.5 Densidade

Os valores de densidade das formulagoes Fcl e Fc2 foram determinados em
diferentes condi¢des de temperatura:

— temperatura ambiente

— estufaa45°C

— geladeiraa 5 °C

Verificou-se que ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre os
parametros (temperatura ambiente, estufa a 45°C e geladeira 5°C) de densidades,
quando avaliados isoladamente. Quando comparadas as densidades, entre os parametros
dos grupos Fcl e Fc2, observa-se também a auséncia de diferenga estatisticamente
significativa (p > 0,05. Teste ¢ de Student), os resultados podem ser observados nas

tabelas 23, 24 e figura 26.
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Tabela 23 - Densidade da formulagdo Fcl, valores expressos em numero absoluto (n) ¢ média

Densidade da Formulacao Fcl (g/cm3)

Réplicas Ambiente Estufa 45°C Geladeira 5°C
1 0,982 0,980 0,980
2 0,980 0,981 0,979
3 0,979 0,980 0,980

p > 0,05. Teste ¢ de Student

Tabela 24 - Densidade da formulagdo Fc2, valores expressos em numero absoluto (n) e média.

Densidade da Formulaciao Fc2 (g/cm3)

Réplicas Ambiente Estufa 45°C Geladeira 5°C
1 0,982 0,983 0,983
2 0,983 0,982 0,982
3 0,983 0,983 0,982

p = 0,05. Teste ¢ de Student

1,5
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=

=

5 RFcl
0,5

= DFc2
0,0

Ambiente Estufa 45°C Geladeira 3°C
Formulacoes

Figura 26 — Grafico da analise de densidade das formulagdes Fcl e Fc2.
p >0,05. Teste ¢ de Student.
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5.2.6 Testes reologicos (viscosidade)

Os resultados dos testes reoldgicos de viscosidade demostram que as
formulacdes Fcl e Fc2 apresentam um comportamento ndo newtoniano, ou seja,
sofreram deformacdo quando submetidas a tensao de cisalhamento, indicando um
importante fendmeno de pseudoplasticidade e de adequada viscosidade. Os resultados
dos modulos de frequéncia angular, na temperatura de 20°C, bem como, das
viscosidades a 37°C (APENDICE E) demonstram a interferéncia da capsaicina sobre os
mesmos, uma vez que a formulacdo Fc2 apresenta menor frequéncia angular e
viscosidade. As emulsdes foram caracterizadas como tixotrdpicas, pois apresentaram
diminui¢ao da viscosidade com o cisalhamento. Os adequados parametros reoldgicos
das formulacdes Fcl e Fc2 foram ilustrados por meio das figuras 27, 28 e 29.

Devido ao comportamento ndo newtoniano, de um modo geral, as emulsdes
analisadas apresentaram diminui¢do do valor de viscosidade com o aumento da tensdo

aplicada, como pode ser observado na figura 29.

FCA1 FC2
- G = G
) -O= Gu s G

Médulos (Pa)

100

Frequéncia angular (rad/s)

Figura 27 - Grafico modulos de frequéncia angular a 20°C das formulagdes Fcl e Fc2.
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Figura 28 - Grafico médulos de frequéncia angular a 37°C das formulagoes Fcl e Fc2.
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Figura 29 - Grafico viscosidade a 37°C das formulagdes Fcl e Fc2.
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5.3 Estudo clinico

5.3.1 Perfil dos pacientes e medicamentos prescritos

Os resultados do perfil dos pacientes com SDM demonstram, que os grupos Fcl
e Fc2, em relacdo a faixa etaria, ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05. Teste ¢ de Student). Além dessa varidvel, a distribui¢do por

género e as medicacdes prescritas sdo mostradas na tabela 25.

Tabela 25 - Perfil dos pacientes com SDM grupos Fcl e Fc2, resultados expressos em numero
absoluto (n) e em porcentagem (%)

Perfil dos pacientes com SDM e medicamentos em uso (%)

Caracteristicas Fcl Fc2
Homens 25 20
Mulheres 75 80
Faixa etaria média (anos) 57,80 58,20
Analgésico: metadona, dipirona, 90 100

codeina, paracetamol, tramadol,

metadona, morfina.

Anti-inflamatoério: diclofenaco. 0 10
Relaxante muscular: ciclobenzaprina, baclofeno. 25 10
Antidepressivos: amitriptilina, nortriptilina, venlafaxina,

cymbealta, fluoxetina, sertralina, trazodona. 40 40
Benzodiazepinicos, anticonvulsivantes e neurolépticos:

clonazepam, citalopram, carbamazepina, gabapentina,

pregabalina, bromazepan, haloperidol. 80 50

Fcl= £rupo placebo Fc2= grupo capsaicina
p <0,001 . Teste para Proporcao

Em relagdo aos medicamentos em uso, analgésicos, anti-inflamatorios, relaxantes
musculares e antidepressivos, os resultados ndo indicam diferenga significativa entre os
valores (p > 0,05. Teste ¢ de Student). Nota-se apenas diferenga estatisticamente
significativa em relacdio ao emprego dos medicamentos benzodiazepinicos,
anticonvulsivantes e neurolépticos que, no grupo Fcl, foram mais prescritos (80%) em

comparagdo ao grupo Fc2 (50%), (p < 0,001. Teste para Proporgﬁo*).
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5.3.2 Satisfacio com o tratamento 60 minutos apos aplica¢io

No presente estudo, os pacientes foram questionados quanto a satisfacdo em

relagdo ao tratamento com as formulagdes Fcl e Fc2. A figura 30 ilustra esse resultado.

Satisfacio com o tratamento
60 minutos pos-aplicacio
Grupos FC1 e FC2 (n=20)

20

-
518
g 16
= 14
& 12
Z 10 _
2 g mFCl
g O OFC2
I 4
e 2
=0 :
FC2
p = 0,05

Grupo -
teste para propor¢ao

Figura 30 - Satisfacdo com o tratamento apos 60 minutos.

Observa-se que nao ocorreu diferenga estatisticamente significativa em relagdo a
satisfacdo com o tratamento, quando comparados os grupos estudados (p > 0,05. Teste

para Propor¢ao).

5.3.3 Queimacio local e hiperemia apds a aplica¢io

Para ilustrar a ocorréncia local de queimacgdo e hiperemia local, a figura 31

apresenta os momentos da aplicagao inicial e pos-aplicacao.

Resultados



105

Figura 31 - Aplicacdo e pos-aplicagdo da formulacdo Fc2.

Considerando os quatro periodos em que foram avaliados os pardmetros de
tolerabilidade a pele (1 minuto e 15, 30 e 60 minutos) para os 20 pacientes, foram
realizados um total de 80 observagdes em cada grupo (Fcl, Fc2). A tabela 26 apresenta
os resultados relativos & ocorréncia de queimagao local em qualquer um dos momentos

de observacao.

Tabela 26 - Distribuicdo de frequéncias dos individuos com queimagdo local, expressos em
numero absoluto (n) e porcentagem (%)

Queimacao local

Grupo (n=20) Nio Sim Total

Fcl 79 (98,8%) 1(1,2%)" 80 (100%)
Fc2 28 (35,0%) 52 (65,0%)" 80 (100%)
Total 107 (66,9%) 53 (33,1%) 160 (100%)

p <0,0001". Teste ¢ de Student

Verifica-se que houve diferenca estatisticamente significativa em relagdo a
queimacao local apds a aplicacdo, quando comparados os grupos estudados (p <0,0001".
Teste ¢ de Student). O grupo Fc2 apresentou maior percentual (65%) de queimacgdo
local. Independente dos grupos para o total de avaliacdes (160), 66,9% nao relataram

queimagao.
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Em relagdo a hiperemia local, a tabela 27 apresenta os resultados das 80

avaliagdes em cada grupo, Fcl e Fc2.

Tabela 27 - Distribui¢ao de frequéncias dos individuos com hiperemia local, expressos em
numero absoluto (n) e porcentagem (%)

Hiperemia local

Grupo(n=20) = Nio Total

Fcl -(0,0%)" 80(100%) 80(100%)
Fc2 38(47,5%) 42(52,5%) 80(100%)
Total 3824,3%)  112(75,7%) 160(100%)

p <0,0001 " Teste para Propor¢ao

Observa-se a ocorréncia de diferenga estatisticamente significativa em relagdo a
hiperemia local ap6s a aplicacdo, quando comparados os grupos estudados (p <0,0001".
Teste para Proporcao). O grupo Fc2 apresentou 47,5% de hiperemia local, enquanto o
grupo Fcl ndo apresentou nenhuma alteragdo. Totalizadas 24 horas ap6s a aplicagdo, os
pacientes do grupo Fc2 foram contatados via telefone e ndo apresentaram mais
queimagdo ou hiperemia local. A figura 32 resume os resultados de queimagdo e

hiperemia local encontrados no grupo Fc2.

Queimacio e Hiperemia local (alteracoes cutaneas)
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Figura 32 - Queimacao e hiperemia local ap6s aplica¢ao no grupo Fc2.
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5.3.4 Avaliacao da escala numérica verbal de dor (ENYV)

5.3.4.1 Comparacio da intensidade de dor

A anélise da ENV iniciou-se avaliando a dor dos pacientes antes da aplicagao
das formulagdes. Na sequéncia avaliou-se a dor poés-aplicagdo considerando trés
situacdes de intensidade de dor para cada momento avaliado — melhor (M), pior (P) e

neste momento (N).
5.3.4.2 Dor antes da aplicaciao (AAP)

Na avaliacdo antes da aplicacdo das formulagdes, nao foi observada diferenga
estatisticamente significativa (p > 0,05. Teste ¢ de Student) entre os grupos Fcl e Fc2
considerando a intensidade da dor em trés situagdes (M, P e N), em funcdo da ENV,

uma semana antes da aplicacdo. A tabela 28 apresenta as médias.

Tabela 28 - Intensidade de dor dos pacientes dos grupos Fcl e Fc2, uma semana antes da
aplicagdo das respectivas formulagdes, resultados expressos em média e desvio padrdo

Grupos (n=20) Melhor Pior Neste momento
Fcl 3,7(1,1) 9,2 (1,10) 6,7 (2,0)
Fc2 43(2,2) 9,2 (1,59) 6,8 (2,14)

p > 0,05. Teste ¢ de Student.

Em continuidade, os resultados de dor (M, P e N) dos pacientes antes da
aplicacdo (AAP) dos cremes, também foram comparados as intensidades de (M, P e N)

dor pos-aplicacao.
5.3.4.3 Dor pos-aplicacao — melhor intensidade de dor

Apo6s a administragdo das formulagdes os pacientes foram questionados na ENV
em relagdo a melhor intensidade de dor nos quatro periodos (60 minutos, sete dias, 30
dias e 60 dias). Os resultados em termos de média e desvio padrdo sdo apresentados na

tabela 29.
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Tabela 29 - Melhor (M) intensidade da dor pos-aplicacdo baseando-se nos grupos e periodos
avaliados, resultados expressos em média e desvio-padrao

Periodos de avaliacao

Grupos (n=20) AAP 60 min 7 dias 30 dias 60 dias
Fel 3,7(,,1)  3,7(L,7) 2,7(2,8) 1,3(2,9) 1,4 (3,3)
Fc2 43(22)° 3323 1404 1,7(1,9 1,7 (2,9)
Média (desvio-padrio) 4,0(1,6) 352,00 2023 1,524 1,5 (3,1)

p<0,01". ANOVA com medidas repetidas (uni e multilateral).

Independentemente dos momentos observados ndo ocorreu diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05). No entanto, notou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os periodos avaliados, (p < 0,01*). Essa diferenca
ocorreu entre os periodos antes da aplicagdo e 60 minutos, quando comparados com 0s
demais, sendo que, em média, o escore de dor nesses periodos foram superiores. Entre
os outros periodos ndo ocorreram diferengas estatisticamente significativas (p >0,05).
Na interacdo entre esses escores, nao se observou diferenca estatisticamente

significativa (p > 0,05) entre os periodos e os grupos avaliados. A figura 33 ilustra esses

resultados.
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Figura 33 - Melhor intensidade da dor antes e pds-aplicagdo nos pacientes
dos grupos Fcl e Fc2.

p<0,01". ANOVA
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Os resultados dos grupos Fcl e Fc2 avaliados comegaram com médias maiores

no primeiro periodo avaliado e terminaram com médias menores nos ultimos periodos.

5.3.4.4 Dor pos-aplicacido — Pior intensidade de dor

Apo6s a administracao das formulagdes os pacientes dos grupos Fcl e Fc2, foram
questionados na ENV em relagdo a pior intensidade de dor nos quatro periodos (60
minutos, sete dias, 30 dias e 60 dias). Os resultados expressos em média e desvio

padrao, sdo apresentados na tabela 30.

Tabela 30 - Médias e desvios-padrdo referentes a pior (P) intensidade da dor poés-aplicagdo
baseando-se nos periodos avaliados

Periodos avaliados

Grupos (n=20) AAP 60 min 7 dias 30 dias 60 dias
Fcl 92(1,1)" 85(23) 81(1,5 98(0,5  9,7(0,5°
Fc2 92 (1,57 69(2,6) 50(1,9 861,00 871,00

Média geral de periodos 9,2 (1,3) 7,725 65(12,3) 92,0 9,2 (1,0)

p<0,01", p<0,0001". ANOVA com medidas repetidas (uni e multilateral).

Em relagdo a pior intensidade de dor pos-aplicacao das formulacdes, observou-
se diferencga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,0001*), sendo que, em
média, Fcl apresentou maior escore de intensidade de dor. Nos periodos, a diferenca
significativa (p<0,01"") ocorreu no periodo antes da aplicagio e no periodo avaliado de
60 dias pos-aplicacdo, com maior média em relagdo aos demais e, entre os, periodos
sete dias e 30 dias, com significincia p=0,014. Também se observou diferenca
estatisticamente significativa quanto a interagao dos resultados dos periodos avaliados e
dos grupos (p < 0,05). Observou-se que, antes da aplicagdo e do periodo inicial de pos-
aplicacdo (60 minutos) para o segundo (sete dias) o grupo Fc2 teve queda mais

acentuada na intensidade de dor, conforme ilustra a figura 34.
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Figura 34 - Pior intensidade da dor antes e pés-aplicagdo nos pacientes dos grupos Fcl e Fc2.
p<0,0001°, p<0,01"". ANOVA

5.3.4.5 Dor pos-aplicacio — dor neste momento

Ap6s a administragdo das formulagdes os pacientes foram questionados na ENV
em relagdo a dor neste momento, durante os quatro periodos avaliados (60 minutos, sete
dias, 30 dias e 60 dias). Os resultados expressos em média e desvio padrio sdo

apresentados na tabela 31.

Tabela 31 - Médias e desvios-padrao referentes a dor neste momento pos-aplica¢ao baseando-se
nos grupos e periodos avaliados

Periodos avaliados

Grupos (n=20) AAP 60 min 7 dias 30 dias 60 dias
Fcl 6,7(2,00 3,522 5725 7820  88(0)5)
Fc2 6,8(2,1)7 22(,1) 0,7(1,2) 1,1(1,2" 38@34)"

Média geral de periodos 6,7 (2,0) 2,8(12,2) 3,2(3,2) 443,79 6,3 (3,5)

p<0,0001", p<0,0001"". ANOVA com medidas repetidas (uni e multilateral).
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Verificou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,0001"),
sendo que no grupo Fcl, em média, os escores de dor foram superiores ao grupo Fc2.
Neste caso somente ndo ocorreu diferenga estatisticamente significativa, entre os dois
primeiros periodos (60 minutos e sete dias). Entre os demais, antes da aplicagdo, 30 e 60
dias, notou-se diferenca estatisticamente significativa entre os periodos avaliados
(p<0,00017"). Observou-se, também, diferenca estatisticamente significativa relativa a
interagdo dos periodos avaliados e dos grupos (p<0,0001). Observa-se que no grupo Fcl
a dor ¢ crescente no decorrer do tempo, enquanto que no grupo Fc2, a dor diminui no

inicio e aumenta no final do periodo avaliado, conforme ilustra a figura 35.

Dor nesse momento
10
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Figura 35 - Dor neste momento antes e pos-aplicacdo nos pacientes dos grupos Fcl e Fc2.
p<0,00017 p<0,0001"*, ANOVA.

O grupo Fcl apresentou em seus resultados médias superiores ao Fc2 em todos

os periodos avaliados.
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5.4 Determinacio da concentracio plasmatica de capsaicina através da

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC)

5.4.1 Otimizacao do método da determinacido da concentracao plasmatica
de capsaicina através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE ou HPLC)

Os resultados da otimizagdo do método sdo demonstrados a partir da obtengao
de quatro curvas-padrdo, que foram obtidas em trés dias consecutivos a partir das
concentragdes (pontos) crescentes do padrao analitico de capsaicina, realizada em
triplicata, a saber: 1,25; 2,5; 5,0 ¢ 10 pg/mL conforme ilustra o APENDICE C. Foram
obtidas curvas médias de capsaicina resultando em valores concentracdo para cada
ponto (ICH, 1996). Com a obtengdo das médias dos valores das areas correspondentes
aos picos de capsaicina pela CLAE, representada na figura 36, ilustra-se a relagdo entre
as areas dos picos (Y) e os respectivos niveis de concentragdo de capsaicna (X). O
modelo linear obtido (Y= A + B * X) apresenta coeficiente de correlacdo igual a
0,99978 resultando em um coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,999, indicando
que o modelo explica 99,9% da relacdo entre as duas varidveis. Com esse coeficiente
pode-se afirmar (p < 0,0001) que o modelo ¢ estatisticamente significativo, sendo,

portanto apropriado para a aplicagao.
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Figura 36 - Curva analitica do padrdo de capsaicina (Sigma) nas concentragcdes de 1,25; 2,5; 5,0

e 10 pg/mL.

Utilizando-se dos resultados obtidos a partir da curva analitica, foi possivel

determinar a concentracdo de capsaicina nos plasmas do pacientes.

5.4.2 Concentracoes plasmaticas de capsaicina através da Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Uma vez obtido o coeficiente de determinagao (R=0.99978), através da

regressao linear, otimizou-se a metodologia para a obten¢do da concentracdo plasmatica

de capsaicina nos plasmas dos pacientes dos grupos Fcl e Fc2. Os resultados foram

expressos em média e desvio padrao, conforme a tabela 32 e figura 37. Nota-se

diferenga estatisticamente significativa quando comparados os grupos, sendo que Fc2

apresenta média superior a Fcl (p<0,001. Teste de Wilcoxon).
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Tabela 32 - Resultados da determinacgdo plasmatica de capsaicina nos pacientes dos grupos Fcl
e Fc2.

Determinacao plasmatica da concentraciao de capsaicina (ug/mL)

Pacientes Grupo Fcl Grupo Fc2
1 n/d 0,08
2 n/d 2,53
3 n/d 1,32
4 0,001 1,63
5 n/d 1,60
6 n/d 1,10
7 n/d 0,90
8 n/d 1,64
9 n/d 0,55
10 n/d 0,67
11 n/d 0,44
12 n/d 1,53
13 0,0002 0,06
14 n/d 0,99
15 n/d 0,88
16 n/d 0,18
17 n/d 0,62
18 n/d 0,77
19 n/d 0,32
20 n/d 0,08

Média dos grupos 0,06 0,89

n/d: nada detectado
p<0,001". Teste de Wilcoxon.

Determinacao plasmatica da concentracao de capsaicina

1,0 u

0,8
- 0,6
E 0,4
s ;
=£ 0,2

0,0

-0,2

Fecl Fc2

Média 0,0002 0,895
Desvio Padrao (,0005 0,658

Figura 37 - Grafico concentragdo de capsaicina no plasma sanguineo dos pacientes dos grupos
Fcl e Fc2, os valores foram expressos em média e desvio padrao.

p<0,001".Teste de Wilcoxon.

Resultados



115

5.4.3 Resultados das quantificacoes das concentracoes de capsaicina nas
formulacées Fcl e Fc2 através da Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC) apds 10 meses de producao

A metodologia otimizada para a determinagdo plasmatica de capsaicina no
plasma sanguineo dos pacientes submetidos ao tratamento com as formulac¢des Fcl e
Fc2, através do HPLC foi também utilizada para a quantificagdo da concentragdo de
capsaicina nas formulagdes Fcl e Fc2. Apos 10 meses de producdo das formulagdes foi
possivel quantificar a perda na concentragdo final em massa do principio ativo
capsaicina. Os resultados, em porcentagem da massa final em gramas do principio ativo,

estdo apresentados na tabela 33.

Tabela 33 - Concentracdo da capsaicina nas formulagdes Fcl e Fc2, os valores foram expressos
em porcentagem e média

Quantificacao de capsaicina em 100g da formulacio por HPLC (% m/m)

Médias triplicatas Formulacio Fcl Formulacio Fc2
1 n/d 2,71
2 n/d 2,80
3 n/d 2,61
Média geral n/d 2,71

% m/m = porcentagem, massa/massa
n/d: nada detectado

Comparando-se os resultados das formulag¢des Fcl e Fc2, observa-se que o valor
médio %, quantificado na formulagdo Fc2 foi de 2,70g de capsaicina em 100g de creme
(m/m), notou-se perda de 5,30g de capsaicina apds 10 meses de producdo. A formulagao
Fcl ndo apresentou nenhuma detec¢do de capsaicina, quando comparada a formulagao

Fc2.
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6 DISCUSSAO

6.1 Formulacio dos cremes e analises microbioldgicas

No desenvolvimento de novas formulag¢des ¢ de extrema relevancia a escolha de
componentes, ou matérias-primas, de maneira a atingir os critérios desejados, como a
eficacia, seguranca, estabilidade e aceitagdo pelo paciente (Fox, 1986; Ayannides e
Ktists, 2002). Priorizou-se no presente estudo o desenvolvimento de formulagdes com
caracteristicas simples, para que apresentassem menor intolerancia possivel e baixa
concentragdo de componentes oleosos, devido a finalidade do estudo (creme uso topico
ou local).

O tensoativo utilizado, alcool cetoestearilico etoxilado, caracteriza-se como nao
16nico. Emulsdes contendo este tipo de tensoativo sdo amplamente empregadas em
formulacdes de uso topico devido as suas caracteristicas, como a compatibilidade com o
pH cutaneo, estabilidade em diversos valores de pH, e possibilidade de incorporacao de
diferentes substancias ativas, como por exemplo, a capsaicina (Junginger, 1997).
Atualmente tem se priorizado o emprego de matérias-primas que permitam boa
estabilidade da formulagdo, tanto do ponto de vista microbioldgico, quanto fisico-
quimico, permitindo prazo de validade viavel para comercializagdo do produto
(Leonardi e Matheus, 2004).

Para o desenvolvimento tecnoldgico de formulacdes que atendam as exigéncias
e especificacdes da legislacdo vigente no pais, € indispensavel o estabelecimento de
protocolos que garantam o controle de qualidade desde a matéria-prima, até a
formulagdo final. Dessa forma, ¢ possivel obter um produto tecnologicamente acabado
com qualidade assegurada (Toledo et al., 2003; Bassani et al., 2005; Netto et al., 2006;
Oliveira et al., 2007). Diante dessa premissa, a primeira etapa deste estudo se deteve na
realizagdo de metodologias estabelecidas por protocolos de controle de qualidade
microbioldgicos, fisicos e quimicos, conforme preconizam as resolugdes RDC n° 67, de
8 de agosto de 2007 e RDC n° 210, de 4 de agosto de 2003, bem como, 0s ensaios

reologicos que também asseguram a qualidade das formulagdes de uso topico.
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No presente estudo, em relagdo ao controle microbioldgico realizado, as analises
microbioldgicas dos micro-organismos mesofilos e psicrofilos, classificados como
micro-organismos deteriorantes, ndo apresentaram em seus resultados o aparecimento
de colonias mesofilas e psicrofilas dentro dos periodos estabelecidos. Em relagdo as
analises de coliformes totais e fecais houve a auséncia de gas no tudo Durhan, Por esse
motivo ndo se executou a sequéncia de analises em tubos contendo caldo verde
brilhante (confirmatoério para coliformes totais) e caldo EC (confirmatorio para
coliformes fecais) foram observados resultados negativos. Em sequéncia aos necessarios
testes microbioldgicos, apds a pesquisa dos micro-organismos patogénicos
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa nos periodos estabelecidos pela
metodologia, observou-se que as formulagdes Fcl e Fc2 apresentaram auséncia do
crescimento desses micro-organismos. Os resultados das andlises microbiologicas
negativas evidenciaram a seguranga microbiana das formulagdes tanto Fcl, como Fc2,
em acordo com as legislagdes vigentes. O controle microbiolodgico assegura uma
producdo de boa qualidade, livre de determinados micro-organismos, principalmente os
potencialmente prejudiciais ao usuario, bem como garante uma preparagdo adequada,

que permanec¢a como tal, mesmo apods uso continuo pelo consumidor (Carturan, 1999).

6.2 Teste de eficacia de conservantes - Challenge test

Para estudos de eficicia, seguranga e estabilidade microbioldgica de uma
formulacgdo, geralmente, recomenda-se o ensaio de efic4cia para o sistema conservante.
Esse teste deve ser feito quando o produto for susceptivel a contaminagdo
potencialmente perigosa ao consumidor (Pinto et al., 2003). No presente estudo as
formulacdes Fcl e Fc2 apresentaram em suas composi¢des em quantidades iguais, os
conservantes metilparabeno e propilparabeno. Para o desenvolvimento de um produto,
seja farmacéutico ou cosmético, ¢ necessario estipular o conservante, como realizado
com as formulacdes Fcl e Fc2 desenvolvidas. No entanto, para definir qual conservante
serd ideal a determinada formulagdo, € relevante que se execute esse teste, a fim de se
determinar substancia quimica e a concentragdo minima efetiva para garantir que o
produto se mantenha sem contaminagdo, conforme a legislagdo especifica, durante sua
fabricagdo, na embalagem e distribui¢do, além de resistir a possiveis contaminagdes

introduzidas pelo usudrio em funcao do mau uso (Introini, 1985; Curry, 1987; CTFA,
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1990; Orth, 1993, Pinto et al 2003; Russel, 2003). Mesmo as formulagdes Fcl ¢ Fc2
tendo sido administradas no ambito hospitalar, por profissionais treinados e
paramentados, a realizacao desse teste foi vital para atender as legislagdes especificas e
oferecer a adequada seguranga do produto final aos pacientes.

Neste teste, conhecido por Challenge ou “Desafio”, inéculos de 10° — 10° de
bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e dos fungos Aspergillus
niger ¢ Candida Albicans, esses micro-organismos sao inoculados no conservante ou
nas formulagdes que os contenham, sendo feito um acompanhamento da viabilidade dos
mesmos nos tempos de incubacdo de 7, 14 e 28 dias (USP XXVII, 2004). Nos
intervalos de tempos estabelecidos pela metodologia, as formulagdes Fcl e Fc2 do
presente estudo foram propositalmente contaminadas com cargas microbianas de micro-
organismos testes, deteriorantes e patogé€nicos, e contagem em placa de Petri das
Unidades Formadoras de Colénia (UFC), em diferentes tempos. Os resultados
comprovaram a eficacia dos sistemas conservantes utilizados nas formulagdes Fcl e
Fc2, conferindo protecdo satisfatdria as mesmas. Segundo Pinto et al. (2003), ¢ aceitavel
que a carga microbiana de um produto ndo estéril mantenha-se dentro dos limites
estabelecidos pelos compéndios oficiais com o tempo de armazenamento (vida util),
entretanto, nao ¢ desejavel que aumente.

Considerando a relevancia em se preparar emulsodes topicas seguras do ponto de
vista microbiano, ¢ de suma importancia comprovar a seguranca de seus sistemas

conservantes, conforme realizado no presente estudo.
6.3 Teste de estabilidade das formulacoes
6.3.1 Caracteristicas organolépticas

A andlise macroscopica foi utilizada para sele¢cdo da formulacdo, visto que a
avaliagdo visual da formulagdo ¢ um método claro de deteccdo de separagdo de fases ou
instabilidade podendo fornecer importantes informagdes, como separacdo de fases
(Idson, 1993). A instabilidade que pode ocorrer em sistemas emulsionados, como as
formulagdes Fcl e Fc2 desenvolvidas no presente estudo, pode se manifestar sob a

forma de sedimentagdo, floculagdo e coalescéncia o que, por sua vez, resultaria em
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separacdo de fases comprometendo a qualidade dos cremes desenvolvidos (Aulton,
2005).

Todavia, nao foi observada nenhuma alteracdo nas caracteristicas organolépticas
das formulagdes Fcl e Fc2 quanto ao aspecto (homogeneidade), odor, cor ou separagao
das fases, durante todo o periodo da realizacdo de todos os ensaios microbiolédgicos,
fisicos e quimicos.

Segundo Barry (2002), ¢ desejavel que as formulacdes topicas tenham aparéncia
homogénea, limpida e com odor agradavel, proporcionando melhora na aceitacdo, e
consequente aderéncia, do paciente ao tratamento. As formulagdes Fcl e Fc2
apresentaram aparéncia homogénea, limpida e com odor tipico. A formulacdo Fc2
apresentou o odor picante e a cor amarela clara, devido a presenga da matéria-prima
capsaicina na sua composicdo. Ja a formulacdo Fcl se apresentou de cor branca e
inodora, pois se trata do creme base, sem a adi¢cdo da capsaicina. As formulagdes ndo

apresentaram nenhuma modificagdo visivel.

6.3.2 Estabilidade

O ensaio de estabilidade representa uma fase fundamental e crucial no
desenvolvimento e avaliagdo de medicamentos, pois a instabilidade de uma formulagao
ou preparacao farmacéutica modifica requisitos essenciais como a qualidade, seguranca
e eficacia (Bilia et al., 2001). Partindo desse pressuposto, o teste de estabilidade do
presente estudo direcionou o desenvolvimento das formulagdes, as quais foram
submetidas a condi¢des extremas de temperatura durante 105 dias visando acelerar
possiveis processos de instabilidade. Em ambas as formulagdes, Fcl e Fc2, desde o
periodo inicial at¢ o 105° dia de andlise, ndo foram observadas manifestacdes de
instabilidade.

Para a avaliacdo da estabilidade um importante parametro foi o valor de pH
obtido por potenciometria direta em diferentes condigdes de temperatura. Os valores de
pH de Fcl e Fc2 em temperaturas de ambiente, estufa e geladeira, avaliados
separadamente, foram semelhantes apesar do estresse térmico sofrido pelas amostras e o
processo de envelhecimento ocasionado pela estufa. A formulacdo Fc2 apresenta
maiores valores de pH, quando comparadas ao grupo Fcl, devido a presenga da

capsaicina em sua composicdo. A capsaicina em suspensao aquosa saturada apresenta
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um valor de pH de aproximadamente 6,4 (ANEXO F). Portanto, presume-se que as
formulagdes Fcl e Fc2, ndo apresentaram mudancgas relevantes no pH durante esses
ensaios, o que caracteriza um indicativo da estabilidade das mesmas.

A andlise do pH ¢ necessaria para a detecgao de alteragdes de estabilidade e para
assegurar que o valor de pH esteja compativel com os componentes da formulacio e
com o local de aplicacdo, como a pele, evitando, dessa forma, irritagdes (Azzini, 1999;
Charro, 1997). Observou-se através dos resultados do presente estudo, que nao houve
grandes variacoes de pH entre as formulacdes e que os valores apresentam-se
compativeis ao pH levemente acido da pele 4,6 a 5,8 (Rodrigues, 1995; Pinto et
al.,1997).

A realizagdo do estudo de estabilidade acelerada foi primordial para o
desenvolvimento das formulagdes propostas, pois possibilitou a obtencao de resultados
satisfatorios quanto a estabilidade das formulagdes Fcl e Fc2 em um curto intervalo de
tempo, desde a sua composi¢do inicial. Uma das situagdes mais criticas no
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas semi-solidas é o relevante nimero de
incompatibilidades que podem ocorrer, simultaneamente ou nao, entre os principios
ativos e os excipientes (Isaac et al., 2008; Lima et al., 2008). No caso de formulagdes
contendo ativos em altas concentracdes, € ou provenientes de produtos naturais como a
capsaicina no presente estudo, as incompatibilidades geralmente acontecem entre os
constituintes do creme base ap0s a incorporacdo de extratos, tinturas ou ativos naturais.
Essas incompatibilidades se manifestam por meio de processos de instabilidade como
turbidez, precipitagdo, cristalizacdo e em altera¢des de cor, odor e viscosidade (Zague,
2008; Ferreira e Leite, 2008). As formulacdes Fcl e Fc2 apresentaram-se estaveis,

possibilitando a continuidade da pesquisa.

6.4  Propriedades mecanicas

6.4.1 Dureza, coesao, adesao e ensaio de bioadesao

A resisténcia das formulacdes mediante a uma forca foi demonstrada por meio
dos resultados da andlise de dureza. A formula¢do Fcl apresentou maior propriedade

mecanica de dureza, quando comparada a formulacao Fc2. Acredita-se que a capsaicina,
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presente na formulagdo Fc2 tenha exercido influéncia significativa na formulagdo
diminuindo a sua dureza.

A forca de adesdo baseia-se em interagdes fisico-quimicas onde a dindmica da
energia de superficie desempenha um importante papel (Ferrarini et al 2007). A
Formulacdo Fcl apresentou maior adesdo quando comparada a formulagdo Fc2. A
capsaicina, presente na formulagdo Fc2 exerce, dessa forma, influéncia significativa na
propriedade de adesdo. A adi¢do de capsaicina a formulagao Fc2, entretanto, ndo altera
a coesdo, ndo sendo observadas diferencas significativas entre as formulagdes. Gago,
2013, afirma em estudo de comparacdo das propriedades mecanicas que as emulsdes
apresentam valores maiores de dureza, adesdo e coesdo, quando comparadas aos géis € a
agua.

A capacidade da formulagdo em aderir-se a um tecido vivo, ou a um substrato
substituto (nesse caso pele curtida de cabra), bioadesdo, pode ser evidenciada nas
formulagdes. Para que se estabelegam as unides bioadesivas é necessario que os cremes
se estendam durante a fase de compressdo, sobre o substrato, ocupando a maior
superficie possivel. As formulagdes do presente estudo apresentaram diferencas em
relacdo a forga maxima, ou seja, a capsaicina interferiu nessa propriedade em Fc2,
ocasionando alteracdo na consisténcia do creme quando comparado ao Fcl. Os
resultados obtidos nas anélises das propriedades mecanicas das formulagdes Fcl e Fc2
demonstram que as formulagdes se mantiveram estaveis no decorrer dos ensaios e

apresentam adequada textura.

6.5  Ensaio de difusao (células de Franz)

Nesse ensaio, foi possivel avaliar a cinética de liberagdo in vitro da capsaicina
durante oito horas. Na formulagao Fcl ndo foi observada a liberacdo da capsaicina, pois
a mesma ndo apresenta a citada substancia em sua composi¢ao. As formulagdes de uso
topico consistem em sistemas complexos, de modo que a liberagdo do farmaco a partir
de um veiculo tem sido bastante investigada (Freitas, 2005). A liberag¢ao in vitro de
farmacos presentes em formulagdes de uso topico pode ser determinada aplicando-se
uma metodologia que preconiza um modelo bicompartimental, conhecido como célula
de difusdo vertical, ¢ membrana sintética (Haigh e Smith, 1994), por ndo oferecerem

resisténcia a passagem do farmaco do compartimento doador para o compartimento
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receptor. Assim, permite a quantificagdo do farmaco em fungdo da partigdo entre
veiculo e a solugdo receptora.

Finalizadas as oito horas de analises, ndo mais se detectou a liberacdo de
capsaicina, pois ocorreu a saturacdo do receptor. Ao final do ensaio pode-se inferir que
o creme base apresentou adequada excipiéncia a capsaicina. Em outro estudo in vitro foi
avaliada a liberag@o da capsaicina, por meio das células de Franz, com pele de espessura
completa. Apdés 60 minutos de exposicdo a adesivo com alta concentracdo de
capsaicina, aproximadamente 0,9% do conteudo total de capsaicina foi recuperado da
pele ap6s 240 minutos de analise. No mesmo estudo, ao avaliar a biodisponibilidade,
afirma-se que aproximadamente 1% da capsaicina presente em adesivo pode se

solubilizar na pele (CHMP assessment report for Qutenza® EPAR, 2009).
6.6  Densidade

Visto que a densidade pode estar relacionada ao controle de aeragdo da
formulacao (Sanctis, 1999), com a descaracterizacdo das propriedades fisicas de uma
forma farmacéutica semi-solida, nota-se a importancia dessa determinagdo para novas
formulagdes.

A densidade relativa ¢ a relagdo entre a densidade absoluta da amostra e a
densidade absoluta de uma substancia usada como padrdo. Quando a dgua ¢ utilizada
como substancia padrdo, a densidade determinada ¢ a densidade especifica (Brasil,
2007). As determinagdes da densidade foram realizadas em triplicatas, em diferentes
condi¢des de temperatura para ambas as formulagdes e que ndo apresentaram diferengas
significativas. Corroboram com nossos achados aqueles publicados por Isaac et al.,
2008, que determinaram que ndo existem variacdes significativas entre as comparagoes
dos valores de densidade de sistemas emulsionados e ndo emulsionados.

O valor da densidade da agua detectado, pardmetro para essa variavel, foi de
1,01 g/em’. As formulagdes Fcl e Fc2 apresentaram valores de densidade proximos aos

mensurados para a agua.
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6.7  Ensaios reologicos

6.7.1 Viscosidade

Quando uma formulacao emulsionada ¢ administrada sobre a pele, certamente
esta sera espalhada sobre a superficie da mesma. O revestimento do epitélio, a area de
aplicagdo, bem como o tempo de exposi¢do, sdo fatores importantes para a liberagdo do
farmaco ou para proporcionar uma protecdo adequada para a superficie da pele. Este
comportamento ¢ altamente dependente das propriedades reoldgicas do sistema, e
influencia a sua propagacao, a viscosidade e o tempo de residéncia na pele.

O comportamento reoldgico esperado de um sistema emulsivo O/A ¢ nao
newtoniano ¢ os fendomenos de cisalhamento deste tipo de sistema sdo dependentes do
teor da fase dispersa, assim como da forma e do tamanho da fase aquosa (Choi et al.,
2009). Os dados de viscosidade das formulacdes Fcl e Fc2 confirmam o
comportamento ndo newtoniano com pseudoplasticidade e tixotropia, o que lhes confere
adequada reologia.

A tixotropia esta relacionada com a deformacdo da amostra durante a aplicagao,
ou seja, quando submetida a uma tensdo. Assim, quanto mais tixotropica a amostra,
maior sua deformagdo, possibilitando maior espalhabilidade da formula¢do quando
aplicada na pele, e o inverso ¢ verdadeiro. Apods a aplicagdo, a emulsdo com carater
tixotropico recupera sua viscosidade, o que evita que o produto escorra. Além disso,
uma formulacdo tixotropica tende a ter maior vida de prateleira, pois durante o
armazenamento apresenta viscosidade constante, o que dificulta a separacdo dos
constituintes da formulagdo (Martin et al., 1993).

Essas analises de estabilidade fisica através de estudos reoldgicos sdo de suma
importancia, pois, segundo Almeida e Bahia (2003), cada categoria de formulagdo deve
apresentar comportamento reologico adequado a sua aplicagdo. As formulacdes Fcl e
Fc2 desenvolvidas e avaliadas no presente estudo apresentaram diminuicao da
resisténcia do material ao escoamento, com o aumento da velocidade de deformacgao,

tipicos de uma emulsdo estavel.
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6.8 Estudo clinico

Os pacientes com SDM incluidos no presente estudo apresentaram caracteristica
clinicas semelhantes aquelas de individuos incluidos em outras publicagdes. Estudos
realizados em centros de dor e em clinicas de diversas especialidades indicam que a
incidéncia de SDM ¢ de 21% a 93% em individuos que apresentam queixas de dor
generalizada (Fishbain et al., 1986; Gerwin, 1995; Glogowski e Wallraff, 1951,
Newham e Mills, 1999; Rosomoft et al., 1989; Schiffman et al., 1990).

A faixa etaria média dos pacientes participantes do presente estudo foi de 57 a
58 anos. Estudo realizado em um servico de reabilitagio demonstrou haver maior
prevaléncia de SDM em doentes com idades compreendidas entre 31 a 50 anos (Kraft et
al., 1968). Este dado coincide com os de Travell e Simons (1998) e sugere que os
individuos em idade laboral sdo os mais acometidos pela SDM. No entanto, a maioria
dos pacientes que concordaram em participar da presente pesquisa possuiam idade
acima de 50 anos. No Brasil as mulheres de meia-idade sdo mais propensas a
apresentarem a SDM (3:1) em comparagdo ao sexo masculino, principalmente na faixa
etaria de 30 a 49 anos (Kraychete e Rocha, 2005).

A maioria os sujeitos com SDM admitidos no presente estudo, em ambos os
grupos, era do sexo feminino. Sola et al. (1955) observaram que haviam PG latentes na
musculatura da cintura escapular em 54% dos individuos do sexo feminino portadores
de SDM e em 45% daqueles do sexo masculino. Em um estudo de epidemiologia
clinica, realizado no Centro de Dor do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo, também foi observada maior prevaléncia da SDM no
sexo feminino. Na maioria desses individuos o acometimento ocorreu em mais de um
segmento corpéreo (Yeng et al., 2003).

Notaveis aspectos como a dor, as incapacidades geradas pela SDM, a
cronicidade da condicdo e algumas experiéncias terapé€uticas frustradas tendem a
produzir nos pacientes alguma resisténcia a novas propostas de tratamento.
Principalmente quando ndo lhes pode ser garantido efetividade, com relativo grau de
confianga. Vérios pacientes foram convidados a participar do presente estudo, mas
muitos se recusaram por ndo haver garantia de resolucdo do problema. Associa-se a
esse fato o ceticismo dos pacientes de que a aplicagdo de um derivado de pimenta

pudesse aliviar a SDM. Os sujeitos que concordaram e foram admitidos ao estudo
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demonstravam muita esperanga em que algo desconhecido que lhes seria administrado,
pudesse aliviar suas dores. Afirmam Flores et al.,, 2012 que estima-se para cada 10
pacientes, um tende a abandonar a terap€utica local com capsaicina devido ao
aparecimento de sintomas e sinais locais. Ademais, por causa destes efeitos irritantes,
torna-se dificil realizar ensaios clinicos com esta medicagdo, dificultando o
encobrimento do estudo.

Os pacientes do presente estudo ja se encontravam em vigéncia de terapia
medicamentosa, prescrita pelos médicos da TACP, na sua maioria medicamentos
analgésicos, anti-inflamatoérios ndo esteroidais, antidepressivos, benzodiazepinicos,
relaxantes musculares, anticonvulsivantes e neurolépticos.

Os antidepressivos triciclicos (amitriptilina, clorimipramina, nortriptilina) na
dose de 25 a 100 mg ao dia ou alguns inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina e
de noradrenalina (duloxetina, venfalaxina, mirtazapina) sdo agentes que, além de
analgésicos, normalizam o padrdo do sono e relaxam os musculos.

Recentemente os gabapentinoides também tém sido utilizados no controle da
SDM (Yeng et al., 2003). Observou-se, nos resultados do presente estudo, que os
pacientes do grupo Fcl eram aqueles em que os benzodiazepinicos, anticonvulsivantes e
neuroplépticos, eram mais frequentemente prescritos, quando comparados aos pacientes
do grupo Fc2. As outras medicagdes prescritas apresentaram distribuicdo homogénea
entre os grupos.

Afirmam Kraychete e Rocha (2005) que outros farmacos devem ser utilizados
como adjuvantes na SDM. A capsaicina, os benzodiazepinicos, os antagonistas do
receptor NMDA, os anti-inflamatoérios, o magnésio, o complexo B e a cafeina, no
entanto, ndo possuem evidéncia suficiente na literatura que justifiquem o seu emprego.
O presente estudo avalia a potencial relevancia da utilizacdo da capsaicina topica em
altas concentragdes no tratamento da SDM.

Os capsaicinoides (capsaicina e dihidrocapsaicina) sdo as substancias
responsaveis pelo sabor picante presente nas pimentas do género capsicum, e pela
irritabilidade de peles e mucosas resultantes do seu uso topico. A formulagdo comercial
de capsaicina se encontra na forma de pomada contendo 0,025% ou 0,075% de ativo
(Contri, 2010). Para o alivio da dor, conforme afirmam Mason et al. (2004) e Simpson
et al. (2010), as formulagdes de capsaicina em baixas concentragdes necessitam de

varias semanas de aplicagcdes para o alivio da dor. No entanto, devido as reagdes
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cutdneas locais de ardéncia, queimagdo e eritema, muitos pacientes acabam por
abandonar o tratamento antes desse periodo.

Recentemente foi aprovado pelo Food and Drugs Administration (FDA),
Estados Unidos, um adesivo dérmico de capsaicina contendo altas concentragdes de
ativo, para casos de neuralgia pos-herpética. Os efeitos adversos mais comumente
citados na literatura foram reagdes transitorias de eritema, prurido e dor. Essas reacdes
cutaneas nao foram graves e resolveram-se espontancamente até sete dias apos a
aplica¢do (European Medicines Agency, 2011).

No presente estudo observou-se queimacao e hiperemia cutinea local em 48%
dos pacientes 15 minutos apos a administragdo da formulagdo Fc2. Essas reagdes
cutaneas desapareceram 24 horas apos a administragao sem ocorréncia de lesao residual.
Os pacientes que receberam a formulacdo Fcl ndo apresentaram qualquer alteracdo
cutinea.

As quantidades das formulagdes administradas foram wum total de
aproximadamente 10 g para cada paciente, no PG previamente demarcado através de
um molde pléstico de 24 mm de didmetro. Em cada 10 gramas de formulag¢do Fc2 foram
administrados 0,87 g de capsaicina nos PG. Vale ressaltar que imediatamente apds o
tempo pré-determinado de aplicacdo, e contato com a pele, os PG foram limpos com gel
proprio utilizando gaze seca sob supervisdo médica. Nao existe antidoto para a
capsaicina em casos de sobredoses (Ficha técnica de Qutenza, 2010).

Estudos de toxicidade da capsaicina com maior tempo de exposicdo maior que
30 minutos foram realizados em ratos, camundongos e porcos, sem que seja evidenciada
toxicidade. Comprovou-se que a absor¢do cutdnea da capsaicina em ratos ¢ maior,
quando comparada a pele humana. Em torno de 70% da capsaicina presente no adesivo
se transfere para a pele e outros tecidos (Fang et al., 1995; European Medicines Agency,
2011). Nao foram notificados nos sujeitos do presente estudo qualquer sinal de
toxicidade ou fototoxicidade durante ou apds as aplicagdes das formulagdes Fcl e Fc2.
Também em ratos ndo foi constatado potencial fototoxico da capsaicina (Ficha técnica
de Qutenza, 2010).

A capsaicina ¢ um farmaco analgésico usado tipicamente no tratamento de dores
de origem neuropatica, como a neuropatia diabética e neuralgia pds-herpética, assim

como na osteoartrite, na artrite reumatoide, bem como no tratamento sintomatico de
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psoriase (Zi et al, 2008). Até o presente momento, ndo existem estudos
farmacocinéticos da capsaicina em alta concentragdo em pacientes portadores de SDM.

Ela se liga ao receptor TRPV1 presente nos nervos periféricos, levando a um
influxo de calcio e liberagao de neuropeptidios inflamatérios, o que esta associado com
as propriedades irritantes da capsaicina. Além disso, a liberagdo aguda da substancia P
leva a uma hiperalgesia inicial, que com a continuidade do tratamento ¢ seguida por
deplecao de tal substancia. Apos aplicagdes repetidas por um periodo variavel, o local
apresenta diminuicao da sensibilidade e bloqueio a estimulos dolorosos, resultando em
dessensibilizacdo (reversivel com a suspensdo do uso) ou lesdo reversivel da fibra,
dependendo das doses ¢ da duragdo da exposi¢do (Erin et al., 2009; Hayman e Kam,
2008).

Os resultados do presente estudo corroboram com a atividade farmacodinadmica
da capsaicina, uma vez que alguns pacientes apresentaram diminui¢ao na intensidade da
dor até 60 dias apos a aplicagdo, podendo ter havido uma possivel dessensibilizagdo
reversivel a dor.

A intensidade da dor foi avaliada no presente estudo, antes da aplicagdo, apds a
aplicacdo, através da ENV, evidenciando-se a reducao dos escores da dor apos os 60
minutos de aplicagdo e que perdurou até o inicio dos 60 dias de observacao.

Hé evidencias de possivel atividade da capsaicina sobre a densidade das fibras
nervosas epidérmicas (FNE), apos uma tnica aplicagdo de adesivo de alta concentragao.
A degeneragdo axonal significa efetivamente que os nociceptores “desaparecem” da
epiderme apds a exposicdo a capsaicina em alta concentracdo. Este efeito € reversivel,
uma vez que depois da interrupcdo da exposi¢do a capsaicina ocorre reinervagdo da
epiderme, com a recuperacao do funcionamento dos receptores (Nolano et al., 1999).

A concentragdo de capsaicina da formulagdo Fc2 ¢ consideravelmente maior que
a concentragdo utilizada em produtos de uso toépico com capsaicina patenteados no
Brasil. Uma unica aplica¢ao de 60 minutos da formulagao Fc2 pode ter resultado numa
possivel reducdo significativa da densidade de FNE, fato que ndo foi mensurado no
presente estudo por analises anatomopatologicas. Apds 60 dias de aplicacdo todos os
pacientes voltaram a sentir dor, comprovando o mecanismo de acdo reversivel da
formulacao Fc2. Segundo Malmberg e colaboradores (2004), uma Unica aplicagcdo de

um adesivo controle de baixa concentracdo contendo 0,04% p/p de capsaicina ndo
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apresentou diferenga significativa, quando comparado a um adesivo placebo, em relagio
a reducdo da densidade de FNE.

Ainda que os dados de estudos imunohistoquimicos sugiram que a capsaicina
possa interferir nas fibras nervosas nociceptivas (Nolano et al., 1999), vale a pena
ressaltar que a degeneracdo axonal ndo €, provavelmente, a Unica responsavel pelo
alivio da dor observada no presente estudo. As redugdes da excitabilidade neuronal
interrupcao do rapido transporte axonal, ou a dessensibilizacao intrinseca de receptores,

provavelmente contribuam para o efeito terapéutico (Bley, 2011).
6.9 Concentracao plasmatica da capsaicina

As administracdes das formulagdes Fcl e Fc2 foram realizadas em zonas
cutdneas correspondentes a localizacdo dos PG. Apods exame fisico, as areas de
aplicacdo foram delimitadas e marcadas na pele seca pelo médico. Em relagdao a
absorc¢ao das formulagdes, acredita-se que a absorc¢ao tenha sido facilitada pela agdo da
lanolina, que € uma substancia promotora de absor¢dao diadérmica. A lanolina apresenta
em sua composicdo o colesterol livre e combinado, o que lhe confere poder de
penetracdo cutdnea (composicdo semelhante ao manto hidrolipidico cutdneo), com
propriedade de atravessar o estrato corneo (epiderme), fator limitante para a absor¢do de
farmacos de uso topico. Baseando-se em estudos realizados in vitro, calcula-se que
aproximadamente 1% da capsaicina ¢ absorvida em capas epidérmicas e dérmicas
durante o periodo de uma hora de aplicagio. Supde-se que um adesivo de 1000 cm’
libere em média 1% de capsaicina. A exposi¢do maxima de capsaicina recomendada em
adultos ¢ de 0,12 mg/kg, com intervalos minimos de 3 meses (Ficha técnica de Qutenza,
2010).

Em estudos clinicos de fase II realizado pelo laboratério Astellas Pharma em
2010, foram obtidas amostras de sangue para a determinacdo dos niveis plasmaticos de
capsaicina depois de 60 minutos de aplicacio do adesivo Qutenza®. Em 31% dos
pacientes do grupo com neuralgia pds-herpética (NPH) e 3% dos pacientes diabéticos
foram detectados niveis quantificaveis de capsaicina que oscilaram entre 0,52 e 4,64
ng/mL (Ficha técnica de Qutenza, 2010). No presente estudo, apds a otimizagdo do
estudo de determinagdo de concentragdo plasmatica de capsaicina através da HPLC,

foram realizadas quantificagdes dos niveis plasmaticos de capsaicina que oscilaram
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entre 0,006 e 2,53 ng/mL nos pacientes que receberam a formula¢ao Fc2. Nao foram
encontradas concentragdes plasmadticas de capsaicina na maioria dos pacientes que
receberam a formulacdo Fcl. Conforme evidenciam os resultados, os pacientes do
grupo Fc2 apresentam diferenga estatistica significativa, quando comparados aos
pacientes do grupo Fcl. Apenas dois pacientes dos que pertenciam ao grupo Fcl
apresentaram pequenas quantidades de caspaicina 0,001 e 0,002 pg/mL nas amostras de
plasma sanguineo analisadas. Certamente a presen¢a de capsaicina deve-se a dieta com
temperos, aditivos com capsaicinoides na composi¢do, ou a ingesta de pimenta em data
anterior a participagdo no estudo.

Em estudo para determinagdo de curvas de niveis plasmaticos foi observado que
as concentragdes plasmaticas de capsaicina alcangaram valores maximos
aproximadamente ap6s 20 minutos da retirada do adesivo Qutenza®. A aplicacdo de
Qutenza® durante 90 minutos praticamente duplicou a exposicdo sistémica a capsaicina,
quando comparada a aplicacdo de 60 minutos (os valores sob a curva (AUC) e
concentragdo plasmatica maxima (Cys) foram 1,78 e 2,15 vezes maiores

respectivamente (Babbar et al., 2009).
6.10 Quantificacdo da capsaicina nas formulagdes apos 10 meses de producio

A quantificagdo da capsaicina nas formulagdes Fcl e Fc2 foi possivel por meio
da otimizacao da técnica pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Apos 10
meses de producdo das formulagdes Fcl e Fc2 procedeu-se com avaliagdo da possivel
perda de concentragdo do principio ativo capsaicina nas formula¢des. Na formulagdo
Fcl nao foi detectada a presenga de capsaicina, enquanto que em Fc2 verificou-se uma
perda notavel do principio ativo, na quantidade de 5,30 g a cada 100 g da formulacao,
quando comparada a concentragdo inicial da capsaicina (8,0/100 g). A concentragdo
final de capsaicina na formulagdo Fc2 foi de 2,70/100 g.

Pode-se estimar que a caducidade do produto seja inferior a 10 meses. Testes
adicionais mensais, de quantificagdo do teor do ativo capsaicina em cremes ou pomadas
sdo sugeridos a partir da técnica prosposta no presente estudo. Nos compéndios oficiais,
como a farmacopeia brasileira ainda ndo se encontram testes ou ensaios para a

determinagdo do teor de capsaicina em uma formulacao semi-solida.
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Finalmente, com os resultados obtidos no presente trabalho, incentiva-se a
realizacdo de investigagdes cientificas com a capsaicina de uso tdpico, nas mais
diferentes concentragdes, em novas formas farmacéuticas e sistemas de liberacao

modificadas, visando agregar qualidade de vida e aliar a dor do paciente com SDM.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que:

O controle microbioldgico das formulagdes empregadas no presente estudo
evidenciou a assegurada qualidade, sem risco microbiano potencial aos
pacientes. Os testes de eficidcia do sistema conservante certificaram a
seguranga e a estabilidade microbiologica das formulagdes, indicando a

acertada decisdo sobre o sistema conservante.

Os testes de estabilidade realizados evidenciaram que as formulagdes Fcl e
Fc2 se mantiveram estaveis durante o periodo de realizagdo dos ensaios
fisicos e quimicos, ¢ mesmo diante do estresse térmico a que foram

submetidas.

As formulagdes Fcl e Fc2 apresentaram-se com ensaios reologicos e
propriedades mecanicas adequadas a um sistema emulsivo, ou seja, sistemas

ndo newtonianos com caracteristicas de fluidos pseudoplasticos.

O ensaio de permeagdo in vitro demonstrou que a capsaicina teve a sua
liberacdo a partir do excipiente creme base, bem como a sua solubilizagdo

na pele sintética, por até oito horas.

A capsaicina, nesse estudo clinico em pacientes portadores de SDM,
apresentou efeito analgésico. Esta analgesia prolongou-se por até quase dois

meses, apos unica administragdo, sem produzir efeito adverso relevante.

A otimizacao da metodologia da determinagdo plasmatica da capsaicina em
sangue humano foi possivel por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O método possibilitou a detec¢do de diferentes concentragdes de
capsaicina no plasma sanguineo dos pacientes que receberam a formulacao
Fc2. A lanolina mostrou-se eficaz na promog¢ao da absor¢do percutanea da

capsaicina.

A concentragdo de capsaicina na formulagdo Fc2 diminui significativamente

na analise realizada apos 10 meses de sua producao.
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APENDICE
APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Exposi¢ao de pacientes com
sindrome de dor miofascial (SDM) a capsaicina: desenvolvimento de forma farmacéutica
de uso topico com possivel acdo analgésica”.Este projeto tem como principal objetivo avaliar
a possivel agdo analgésica do creme de capsaicina em pacientes com sindrome de dor

miofascial.

A sindrome de dor miofascial (SDM) ¢ uma das causas mais comuns de dor
musculoesquelética. Esta dor miofascial pode se originar em um Unico musculo ou pode
envolver varios musculos, gerando padrdes complexos e variaveis de dor. Neste projeto, como
alternativa para o tratamento da SDM estamos utilizando a capsaicina. A capsaicina ¢ um
produto natural obtido da pimenta vermelha, e tem sido empregada para o alivio da dor. Vocé
sera avisado sobre a possivel eficicia deste tratamento apenas quando o estudo estiver sido

concluido.

Nio participardo deste projeto: pacientes que apresentem a pele com lesdes ou ferida, pacientes

alérgicos as pimentas vermelhas, ou qualquer outro componente da férmula, pacientes com

idade inferior a 18 anos, gestantes e diabéticos.

Ap6s o preenchimento deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé sera convidado
(a) a responder um breve questionario, com duragdo média de cinco minutos. Ele nos fornecera
importantes informagdes sobre seus pontos dolorosos, os medicamentos usuais ¢ a sua dieta nas
ultimas 6 horas. Ao finalizar o preenchimento, vocé sera encaminhado ao Servico de Terapia
Antalgica e Cuidados Paliativos (TACP), onde um médico residente realizara o possivel
diagnodstico de SDM e localizara os pontos de dor, marcando em sua pele as zonas mais
dolorosas com caneta ou marcador. Posteriormente, sera administrado pelo mesmo, no(s)

local(is) da dor, o creme em estudo.

O creme de estudo podera produzir em vocé sensacdo de ardor no local da aplicagdo, assim
como reacdes do tipo queimadura superficial e alergia podem ocorrer. Antes da administragdo
do creme, a pele precisa ser lavada com agua e sabdo, ser seca e ter recebido pomada anestésica.
O creme em estudo ficard com contato com sua pele por 30 minutos. Por favor, ndo toque,
cheire ou inale o creme. Terminado o tempo de aplicacdo, o creme sera imediatamente retirado
com solugdo de limpeza por 1 minuto e vocé sera avaliado(a) sobre o nivel de sua dor. Apods
este periodo, serd encaminhado(a) para a coleta de cinco SmL do seu sangue para andlise. A

partir da data desta aplicacdo, apds 2 meses vocé nos informara se houve melhora da dor apos a
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aplicagdo deste produto. Espera-se que, de posse desses dados, possamos contribuir para o
melhor entendimento dos mecanismos de dor envolvidos na Sindrome de Dor Miofascial
(SDM), bem como desenvolver um analgésico de uso topico inovador para a terapia da dor.
Vocé pode solicitar para interromper a aplicacdo do creme a qualquer momento, assim como
pode decidir por ndo participar ou se retirar do estudo quando desejar. Nao havera qualquer
consequéncia ao seu tratamento ¢ vocé continuara a ser acompanhado(a) pela TACP. As suas
respostas serdo utilizadas neste estudo e para futura publicagdo, com preservagdo de sua

identidade em sigilo absoluto.

Eu, , apos leitura atenta deste termo e compreensdo

do projeto de pesquisa autorizo a utilizacdo das respostas do questionario aplicado e aceito
participar do projeto de pesquisa.

Este documento sera elaborado em duas vias sendo uma entregue ao sujeito da pesquisa e outra
mantida pelo pesquisador. Qualquer duvida adicional, voc€ podera entrar em contato com o
Comité de Etica e Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143.

Botucatu / /2012

Paciente

Valéria Romero Vieira da Motta Prof. Dr. Guilherme A M Barros
Autora da pesquisa Pesquisador Responsavel
Pos-graduanda da FMB -UNESP Depto de Anestesiologia da FMB

(11) 970223299 Ramal 6222
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APENDICE B - Protocolo Clinico

73 UNESP universidade Estadual Paulista

""” Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina
Pesquisa de doutorado: Valéria Romero Vieira da Motta
Orientador: Prof. Dr. Guilherme Antonio Moreira de Barros

ANEXO II
Paciente n%:........... Grupo: Fc1( ) Fc2()

PROTOCOLO
"Exposicdo de pacientes com sindrome de dor miofascial
(SDM) a capsaicina: desenvolvimento de forma farmacéutica
de uso tépico com possivel agdo analgésica”.

I - Hdenrificagcdo

Nome: Data: _ /.
RG: Sexo: ” Masc C Fem Idade: anos

Naturalidade:

Enderego:
Cidade: Estado: _ CEP: -
Telefone:

E paciente em seguimento regular no ambulatério da TACP? T Nio U Sim
E diabético? C Niio T Sim

E hipertenso? Z Nao [ Sim

Sexo feminino gestante? [ Nao [ Sim

II - Hipdtese diagnostica + Exame Fisico
Hipétese diagnostica: Sindrome de dor miofascial
Dor muscular regional?

Presenca de bandas musculares tensas palpaveis (PG's):
Localizagio dos pontos intensamente dolorosos ( PG's):
— Qual medicagio foi prescrita?

- Usou a medicagdo da forma prescrita? O Nio £ Sun OBS:

— Apresentou algum grau de melhora? = Nao = Sim  Percentual:
— PG’s foram mfiltrados?: C Nao T Sim
- Data da nltima infiltracdo? _ /

Na ultima semana:
Melhor mtensidade de Dor (ENV): 00 21 02 03 T4 506 072829010
Pior intensidade de Dor (ENV): Z”0 01 T2 C3 04 OSC6 C7 080910
Dornestemomento (ENV: 0 C1 C2 23 04 C5C6e 2708C9C10
— caracteristicas: = queimmagdo _ choque U continua = outras:
— alodinia: Z Nao Z Sim
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Exame fisico geral (dados relevantes):

~~

W 0

| ) A: ff"'.

.91 1.l
KA [P

'i",‘ “

: \ w

Analgésicos usados antes de vir a TACP: C AINES T opidide fraco [ opidide forte
C anticonvulsivante [ antidepressivo triciclico T outro antidepressivo  outro
~ Nome do farmaco:
— Usou a medicacido da forma presenita? © Nao T Sum OBS:
— Efeitos adversos:
— Apresentou algum grau de melhora? Z Nio [ Sim  Percentual----

Analgésicos em uso: = AINES [ opidide fraco T opidide forte T anticonvulsivante
O antidepressivo triciclico [ outro antidepressivoe L outro
- Nome do farmaco:
- Uson a medicacdo da forma prescrita? C Ndo Z Sim  OBS:
~ Efeitos adversos:
~ Apresentou algum grau de melhora? = Nao C Sim  Percentual----

Tem o habito de utilizar pimentas para realgar o sabor de sua alimentag¢ao?
O Nao Sim OBS:

Apresenta intolerancia a pimentas vermelhas?
O Nio O Sim OBS:

Vocé apresenta alergia de algum creme hidratante para pele?
O NaoC Sim OBS:

Nas tltimas seis horas mgeriu algum alimento que continha punenta ou adicionou a sua
dieta algum condimento que possa ter pimentas na sua composi¢io?

O NaoZ Sim OBS:

(]
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I - Aplicagdo do creme

1 minuto apoés a aplicacdo do creme do estudo sobre o(s) ponto(s) doloroso(s). voceé
sentin queimacdo no local? = Nao = Sim  Qual intensidade?

O paciente apresentou alteragdes cutaneas? = Nio = Sim. Quais?

Apéndice

15 minutos apos a aplicacdo do creme do estudo sobre o(s) ponto(s) doloroso(s). vocé
sentiu queimacdo no local? Z Nao = Sim  Qual intensidade?
O paciente apresentou alteragdes cutaneas? C Nao T Sim. Quais?

30 minutos apos a aplicagio do creme do estudo sobre o(s) ponto(s) doloroso(s), vocé
sentiu queimacdo no local? = Nao ~ Sim  Qual intensidade?

O paciente apresentou alteragoes cutineas? U Nao T Sim. Quais?

60 minutos apos a aplicagio do creme do estudo sobre o(s) ponto(s) doloroso(s), vocé
sentin queimagao no local? = Néo = Sim  Qual intensidade?

O paciente apresentou alteragdes cutaneas? = Nio = Sim. Quais?

Satisfagdo com o tratamento: — Muito satisfeito  — Satisfeito T Nio satisfeito
— Justificativa:

Melhor intensidade de Dor (ENV): 20 21 22 23 24 2526 272829210
Pior intensidade de Dor (ENV): "0 T1 T2 23 04 2506 272829210
Dor neste momento (ENV): 20 21 T2 O3 24 052627282910
— caracteristicas: U queimagao = choque T continua C outras:
- alodinia: ~ Nao _ Sim

OBS: O paciente devera ser encaminhado a sala de coleta de sangue.
IV — Contato via telefone pos-aplica¢do do creme

Uma semana apos aplicacdo do creme do estudo sobre o(s) ponto(s) doloroso(s). voce
sentiu queimacdo no local? = Nao = Sim  Qual intensidade?

O paciente apresentou alteragoes cutaneas? _ Nao T Sim. Quais?

Um més apoés aplicagdo do creme do estudo sobre ofs) ponto(s) doloroso(s). vocé sentiu
queimagio no local? — Nao — Sim  Qual mntensidade?

O paciente apresentou alteragdes cutaneas? = Nao T Sim. Quais?




Dois meses apos aplicagdo do creme do estudo sobre o(s) ponto(s) doloroso(s), vocé

sentiu queimagio no local? Z Nao ” Sim  Qual intensidade?
O paciente apresentou alteracoes cutaneas? = Nao = Sim.

Quais?
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Pesquisador:

Valéria Romero

Rua Praia do Cathau, 536
emaildavaleria@gmail.com
Fone: (11) 4456-3474
Salto - SP

Orientador:
Guilherme Antdnio Moreira de Barros
Rua Theotdonio de Aradjo, 530

barcos@mb unesp br
Fone: (14) 3811-6222
Botucatu-SP
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APENDICE C - Curvas de calibracio padrio capsaicina

e i) : aldesldo
F File : er\atar\metodos\resultados\karia056.run
Mathod Plle : C:\star\Metodos\Valeris.mth
Sample ID : 1.25ppm
—
Injection Date: 3/25/ 9:33 MM Calculation Date: 3/25/ 9:43 M
Operator : Manoel Datector Type: 0325
Workstation: Bus Addreas : 44
Instrument : LC POLARIS Sample Rate : 20.00 H:z
Channel t 1 = 220 nm Run Time : 10.000 min

** LC Workstation Version 6.20 ** 02527-73%0-AE7-0275 **

Chart Speed = 1.95 em/min  Attenuation = 1 foro Offset = 4%
Start Time = 0.000 min End Time = 10,000 min Min / Tick = 1.00
0- T — 1y
T o3 /“j\o LT -,
=

y —i e
. \
1,_.‘
k‘rz\
: %
~

Curva padrdo capsaicina 1,25 pg/mL
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% LC Workatation Veraion 8.20 ** 02527-73%0-AR7-0275 **

Print Date: Fri Mar 26 08:53:58 2014 ¥age 1 of 1

Titlie : aldeldo

fun Flle 1 ci\star\metodos\resultados\karla2??.run

Method File : ci\star\metodos\valeris.mth

Samplae 1D 1 1.25ppm

Injection Date: 3/28/2014 B:43 AM Caleculation Dave: 3/28/2014 8:53 aM 8
Opezatos : Manoal Detector Type: 032% "5
Workstation: Bus Addream : 44

Instrument @ LT PCLARIS Sarple Rate : 20.00 Nz o
Channel 71 = 220 nm Run Time : 10.000 min «a

Hun Mode : Analyals
Pask Measurement: Peak Area
Calculation Type: External Standacd

ReU., T Lme
Poak Paak Result TLime Offant Araa
Mo. Mame {ppa) {min) (min) (counta)
1 0.0000 £.411 0.000 226087
2 Capsalcina no result 5.888 0.028 471774
3 0.0000 6.906 0.000 1020
Totels: 0.0000 0.025 J096%0

Stetum Codexn:
* = Ne result could be calculateds check calibration curve
€ = Out of calibration range

Total Unidentified Counte 23791% counts

Detected Poaks: 3 Rejected Peake: O Tdantified Feaks: 1
Multiplier: 1 Divisor: 1 tnidentified Paak Factor: O
Baseline Offser: 0 microAl isac 2.1 microkU

Noise (used):! 23 microAlU - monitored before this run
Manual injection

Cata Mandiing: At Least Qne Curve has Improper Solution!
Calinh, aut of rcange; Ne Recovery Action Specified

B
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Title : aldeido
o 1 ci\star\metodos\resultados\karlal00.cun
Mathod File : C:\star\Mstodos\Valeria.mth
Sample ID : 2.5ppm
Injection Date: 3/25/ 9:45 MM Calculation Date: 3/25/ 9:55 A
Operator 1 Manocel Detactor Type: 03235
Workstation: Bus Address : 44
Instrument : LC POLARIS Sample Rate : 20,00 Hz
Channel : 1 =220 nm Run Time : 10,000 min

** LC Workstation Version 6.20 ** 02527-73%0-AE7-0275 *¢

Chart Speed = 1.95 cm/min  Attenuation = 1 Zoro Offset = 4%
Start Time = 0,000 min £nd Time = 10.000 min Min / Tick = 1.00

N B 1 2

N

54

1 B

Curva padrio capsaicina 2,5 pg/mL
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srint Date: fri Mar 20 ON:20:143 3014 Page 1 of 3
Tizie 1 aldeido
Run File : c:\star\metodos\resultados\karlal¥l.zun
Method File : c:\star\metodes\valeria.m:th
Sample 1D 1 3.5ppm
tnjection Date: 3/28/2014 A:30 AM Calculation Data: 3/28/2014 E:20 am
Operator i Manoe] Dateactor Type: 03124
Workstation: Bus Address 1@ 44
Iastrument ¢ IO POLARIE Bample Rate 1 20.00 Hz
Channel t 3 = 320 nm Run Tine P 10,000 min
** LC Workstation Version €.20 ** 02527-7300-AKT-02718 =
Run Mode T Analysls
Puak Moasurement: Peak Area
Calewlation Type: External Standard
et Time Wigen
Peak Peak Mesule Time Offset Arna Zep. 3/2 Status
No. Hame {ppm) tmin) {min) (counts) Cods (sec) Codes
1 ©.0000 1.044 0.000 I140 | 1.9
2 0,0000 4.337 0.000 35434 va 0.0
3 Capealcinae 1.1%940 5.83 Q.003 €83769 BR 21.3%
4 0.g000 6.062 0.000 599 L) ©.0
Totals: L.19%¢0 0.00% 14057
Total Unidentified Counta 3 31328 counta
Detectod Fuaka: 34 Rejacted Peaka: 30 Identified Poaks: 1
Multiplier: 1 Divisor: 1 Unidentified Peak Factor: 0
Baseline Offeet: 0 microAl 1S\t 0.1 microAv

Notee (used) ! I microAll - monitored befors this tun
Manual injecticn

R
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Title aldeido
Run_File °*
Sample ID 5.0ppm

Operator 1 Manoel
Workstation:

Instrument : LC POLARIS
Channal : 1 =220 nm

Chart Speed = 1.95 cm/min

Injection Date: 3/25/ 9:58 A

File ; Ci:\star\Metodoa\Valeria.mth
3

ci\star\metodos\resultades\karlal02. run

Calculation Date: 3/25/

Detector Type:
Bus Address :
Sample Rate ¢
Run Time $

Attenuation = 1

0325

4“4

20.00 8z

10.000 min

*+ IC Workstation Version 6.20 ** 02527-7390-AE7-0275 **

10:06 BAM

Zero Offset = 1%

Apéndice

Start Time = 0.000 min End Time = 10.000 min Min / Tick =~ 1.00
ig 5 2 k] “ Y K .:‘
14 e
. ) |
|
3 ;
“ e
L w20
xasOe —-042
.- A" O
-
4 B
/
.

L]

»
" =

Curva padrio capsaicina 5,0 pg/mL
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Print Datce: ¥ri Mar 268 0B8:31:48 2018 Page 3 orf 1
Title 1 aldeido
Bun File 1 er\star\merodos\resultadon\Kkaxlad T, run

Method file 1 crlstar\metodos\valezia.mth
Sample IO 1 5.0pp:

Injection Date: 3/28/3014 8:2]1 AM Calculation Date: 3/28/3014 E:31 am

Opezatos t Mancoml Detector Type: D320
Werkstationt Bus Addresa | &4
Iastrumany ¢ LC POLANIS Sample Rate 1 30.00 ue
Channel t L= 220 nm Aun Time i 10.000 min

** LC Wocrkmtation Version .20 ** 02527~73%0-AR7-0276 ==

Apéndice

Run Mode t Analysiws
Pask Measuremant: Paak Area
Calcolarion Type: External Standard

Ret . Time wioth
Poak Pank Result Time Offset Acas fap. 1/2 Status
No. Tiame (ppm) (min} tming (counte) Coda (sec] Codes
i P.0000 4.3132 0.000 96240 a8 3.5
4 Capsaicina 5.2379 5.828 -0.002 1392102 BE 19.3
3 ©.0000 6.483 0.000 521 Bn 0.9
4 G.0000 6.844 0.000 68238 BE 214.1
Totalm: 5.3379 «0.002 1557101
Total Unidentified Counta @ 14499% counta
Detactad Paaks: 11 Rojected Peaks: ! ldentified Peaks:
Multipliar: 1 Dlwimor: 1 Unidentified Peak Factor: O
Baseline Offset: 0 microad an: 0.1 microlt

Nolse (usedi: § microAU - monitores bBefore this run

Manual injsction

B R R b
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&:ﬂ.\h : aldaido
File . : ct\star\metodos\resultados\karlal0d.zun

Sample ID : 10ppm

Operator : Manoal
Workstation:

Instrument : LC POLARIS
Channel $ 1= 220 nm

Chart Speed = 1.95 om/min

Method File : C:\star\Motodos\Valeria.mth

Injection Date: 3/2%/ 10:10 AM Calculation Date: 3/25/

Detector Type: 0325
Bua Addross

Sample Rate
Run Time

Attenuvation = 1L

: A4
: 20.00 He
t 10,000 min

** 1C Workstation Version 6.20 ** 02527-7390-AE7-0275 **¢

10120 AM

Zero Offset = 1%

158
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Start Time = 0.000 min End Time = 10,000 min Min / Tick = 1.00
. Y o
25 a0 kX 1) 135 -t
1 e
?
st
34
L -
am
[z
e o p— -
L2 A
L 0
T I O
)
-
L2
- o

Curva padrio capsaicina 10,0 ng/mL
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Print Date: Fri Mar 28 0O8:142:33 2014 Fage 1 of 1
Title 1 aldeido

Run File : ci\star\metodos\reasultador'ikariaZ’ls. . run
Method File : ci\atar\metodos\valeria.mth

Sample ID t 10ppm

Injection Date: 3/28/2014 83132 AM Calculation Date: 3/28/2014 D:42 AM

Operator : Manoel Datactor Type: DIA2S
Workstatlon: Bus Address : 44
Inatzrument : LC POLARIS Fample Rate : 20.00 u=
Channel 11 = 220 nm Run Time : 10.000 min

** LC Workstatlion Version 6,20 ** Q02527~739C-AR7-D275 *=

fun Mode 3 Anslyain
Feak Measurement: Peak Ares
Calculation Type: Exterrnal Standard

Rot. Time width
Paak Poak Rasult Time Offaer Area Sap. 1/2 Status
Mo Hama (ppe) (min) (min) {counts) Code [(aesc) Codes
1 Q.0000 4.2Z03 0.000 3600 8B 3.3
2 0.0G00 4.335 0.000 26218 BB 13.7
3 a.o0000 5.165 0.000 9543 BR 7.6
4 Capmaicina 11.3671 5.876 0.0486 242289195 BE 17.6 C
S 0.0000 £.900 2.000 10650 ve 0.0
o ek b —— ——— —— mrer— —e————
Totals: 11,3671 0.048 2473336
Status Coden:
C - Dut of calibration range
Total Unidentified Counts : 50417 counts
Detectad Peaka: & RAajacted FPeaks: 1 Identifled Peaks: 1
Muletiplier: 1 Diviaor: 1 Unidentified Feak Factor: O
Baseline Offset: O microal LsB: 0.1 microhU

Woise (umed): 17 mictroAl - monitored before this run
Manual intection

Calib. ocut of range; No Recovery Acticon dpeacified

D e
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372872014 09:04:23.000
Linsar Regression for Datal B:

Y*As+n*xX

Parameter Value Error

A 179406.086%¢  §3161.33238

8 226823.07478  10961.2588%

R S0 N F

B e ——

0.95767 T3466,.50249 1 0.00233

Apéndice
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APENDICE D - Valores mensurados nos ensaios de bioadesao para as formulg¢ao Fel e
Fc2

Tabela 34 - Valores Fcl e Fc2 for¢a (N) dos ensaios de bioadesao

Fel

Lote AreaF-T 1:2 Forga 1 Forga 2 Area F-T 3:4
N.seg N N N.seg

Area F-T 1:2 Forga 1 Forca 2 Area F-T 3:4
FC1 2,368 0,714 -0,552 -1,313
FC1 0,645 0,365 -0,194 -0,287
FC1 2,171 0,615 -0,471 -1,287
FC1 0,699 0,371 -0,216 -0,371
FC1 2,748 0,801 -0,573 -1,332
FCl1 0,641 0,359 -0,198 -0,294
FCl1 2,480 0,885 -0,578 -1,139
FCl1 0,310 0,315 -0,173 -0,276
FCl1 3,321 1,001 -0,684 -1,631
FC1 0,646 0,365 -0,227 -0,315
FC1 2,759 0,733 -0,534 -0,534
FC1 0,488 0,293 -0,155 -0,251

Fc2

Lote Area F-T 1:2  Forga 1 Forca 2 Area F-T 3:4
N.seg N N N.seg

Area F-T 1:2  Forga 1 Forga 2 Area F-T 3:4

FC2 0,550 -0,361 2,088 -1,005

FC2 0,301 -0,186 0,548 -0,357

FC2 0,481 -0,346 1,473 -0,857

FC2 0,286 -0,170 0,528 -0,312

FC2 0,525 -0,369 1,710 -0,952

FC2 0,272 -0,142 0,500 -0,293

FC2 0,564 -0,388 2,111 -1,091

FC2 0,338 -0,232 0,664 -0,379

FC2 0,594 -0,375 2,143 -1,064

FC2 0,324 -0,203 0,597 -0,355

FC2 0,540 -0,326 1,722 -0,856

FC2 0,275 -0,150 0,539 -0,273

Apéndice



APENDICE E - Exemplos dos valores mensurados nos ensaios de viscosidade para as

formulacées Fcl e Fc2

Tabela 35 - Valores dos ensaios de viscosidade e modulos G*“e G” de frequéncia angular

shear stress shear rate  viscosity time temperature

Pa 1/s Pa.s ] °C
14,19 5,252 2,701 6,036 37
20,39 10,56 1,931 12,05 37
22,8 15,42 1,479 18,03 37
22,84 20,66 1,105 24,03 37
22,92 25,46 0,9003 30,04 37
22,93 30,64 0,7482 36,04 37
23,72 35,42 0,6697 42,05 37
24,57 40,59 0,6054 48,04 37
22,79 45,41 0,5018 54,06 37
21,23 50,65 0,4191 60,06 37
20,41 55,41 0,3684 66,04 37
20,57 60,58 0,3396 72,04 37
20,98 65,37 0,3209 78,03 37
21,45 70,58 0,3039 84,05 37
21,77 75,35 0,2889 90,04 37
21,83 80,49 0,2712 96,04 37
22,88 85,28 0,2683 102,1 37
23,42 90,48 0,2589 108 37
23,32 95,31 0,2447 114 37
22,95 100,5 0,2284 120 37
22,57 105,3 0,2144 126 37
22,07 110,5 0,1997 132 37
21,59 115,3 0,1873 138,1 37
21,14 120,5 0,1755 144,1 37
20,95 125,2 0,1673 150 37
20,85 130,4 0,1599 156 37
20,84 135,2 0,1541 162 37
20,96 140,4 0,1493 168 37
21,11 145,2 0,1454 174 37
21,4 150,4 0,1423 180,1 37
21,61 155,2 0,1393 186,1 37
21,81 160,4 0,136 192,1 37
22,02 165,2 0,1334 198 37
22,32 170,3 0,131 204 37
22,56 175,1 0,1288 210,1 37
22,82 180,3 0,1265 216,1 37
23,06 185,1 0,1246 2221 37
23,41 190,3 0,123 228,1 37
23,73 195,1 0,1216 234,1 37
24,09 200,3 0,1203 240,1 37
24,41 205,1 0,119 246,1 37
24,68 210,3 0,1174 252,1 37
24,98 215,1 0,1161 258,1 37
25,22 220,3 0,1145 264,1 37
25,46 225 0,1131 270,1 37
25,7 230,2 0,1116 276,1 37
25,92 235 0,1103 282,1 37
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26,17 240,2 0,109 288,1 37
26,47 245 0,108 294,1 37
26,79 250,2 0,1071 300,1 37
27,08 255 0,1062 306,1 37
27,37 260,2 0,1052 312,1 37
27,78 265 0,1049 318,1 37
28,09 270,1 0,104 324,1 37
28,36 274,9 0,1031 330,1 37
28,69 280,1 0,1024 336,1 37
29,02 2849 0,1019 342,1 37
29,34 290,1 0,1011 348,1 37
29,74 2949 0,1008 354,1 37
30,1 300,1 0,1003 360,1 37
30,42 304,9 0,09978 366,1 37
30,77 310,1 0,09922 372,1 37
31,11 3149 0,09882 378,1 37
31,57 320 0,09864 384,1 37
31,95 324,8 0,09834 390,1 37
32,34 330 0,098 396,1 37
32,71 334,8 0,09769 402,1 37
33,16 340 0,09751 408,1 37
33,64 344,8 0,09755 414,1 37
34,11 350 0,09747 420,1 37
34,58 354,8 0,09748 426,1 37
35,16 360 0,09767 432,1 37
Tabela 36 - Exemplos dos valores dos modulos de viscosidade mensurados
G' G" n*| gap
Pa Pa Pa.s micro m
265,2 2084 674,5 59
316,1 218.,8 610,7 59
352,6 231,3 532,2 59
393 2393 461,1 59
425 259.9 396,8 59
479.,9 261 345,4 59
535 2823 303,9 59
548,5 307,8 251 59
597,6 3144 214,1 59
6443 3289 182,1 59
672,5 337,7 150,6 59
760,5 375,1 135 59
789 383,2 110,7 59
873,3 420,6 97,02 59
926,5 438,5 81,57 59
996,4 465,1 69,39 59
1098 506 60,87 59
1138 515,6 49,9 59
1168 5232 40,59 59
1215 540,7 33,48 59
1293 568,6 28,21 59
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ANEXOS

ANEXO A - Laudos oficiais analises microbiolégicas

wn
17 o
<
GUILHERME ANTONIO MOREIRA DE BARROS Rua Distrito de Rubifio Jinior, sin® Q
Projeto: FAPESP Processo n° 2012/16510-0 . CEP 18818-970 - Betucatu - SP =
RELATORIO DE ENSAIO <
ANALISES MICROBIOLOGICAS
[Materiat: Creme (Pesquisa de Dowtorado de Valéria Vieira da Motta) [Ordem de servigo/ano: 24685-12013 [N de amastra: 01 |
|Data o= enraca: 200872013 Hora de entrada: 1150 |
Contagen de Contagen de Confagen de P P S
N de Especificgio do ) backrias serobins | backries serdbins|  fungos m;‘;"_ Detern "'50:;5* Determinaciode | ooy g
amostra procute mesofilas psicotrofiles mesofilos Negaiivas = Ll Dualidade
UFCmLosg | UFCmLowg | UFC/mLoug v geruginosa DUTRLS
Indcial - 1306213 =10 <10 =10 Auséncin Buséncin Auséncia Pproveda
24 Hores - 15082013 =10 <10 =10 Auséncin Buséncin Auséncia Pproveda
T diers - 26082013 =10 <10 =10 Auséncin Buséncin Auséncia Pproveda
FC1 15 dins - 0307203 <10 <10 <10 Ausncia Muséncia Auséncia BAprovado
05 2463501 | Processo 2012222843 — — —
Fabacacio: PR3 |30 dies - 18072013 <10 <10 <10 Auséncia Buséncin Ausércia Aprovado
60 dins - 17082013 <10 <10 <10 Auséncia Auséncia Auséncia Aprovedo
30 dins - 16082013 <10 <10 <10 Auséncia Auséncia Auséncia Aprovedo
105 dias - 011072013 =10 <10 <10 Auséncia Auséncia PusErcia Aprovado
Linite de Duantficagio de Método 10UFCinLoug | 10UFCmLoug | 10UFCINLoug PrecenalAusncia

UFC: Uridode Formadors de Coliria; NR: Nao Reslizado, Nao rRefendo.
Dbservesio: Este ensaio tem s2u valor restriio somente d(3) amostra(s) entregueis) o CONTROLEID. O presente docurmenio de resultadols) de ensaiofs), fol enitido em uma via original, respendenda o
Laboriirio, spenas pela verncidede desta via.

Metodologia: Urited States F in 38, Mational Formulary 31, 20M3.
580 Peulo, 23102013
Diretora Tecrica Gerente de Lsborakirio
Maria José Siveira Penila de Maio Trezza
CREw.: 18.008-01 CREw0: 43833010

Controlbic Assessaria Tecnica Mcrobioldgica 5/5 Lide.
Fua Com. Efes Assi, 645 - Caxingui - CEP 05516-000 - Sdo Paulo - 5P
Lsboratorio de Enssio acreditado pels Cgere de acordo com & ABNT MBR: ISOVEC 17025, sob namero CRL 0545, escopo disponivel em:
Ity -liwwow inmetro. gov. brilaboratoriosithleldoesiCR] 0545 pdf
Visuslize o5 ensaios habiftados na ANVISARESLAS em www contrlbio con b
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212
GUILHERME ANTONIO MOREIRA DE BARRDS Rusa Distrito de Rubiio Jinior, sin®
Projeto: FAPESP Processo n® 2012/16510-0 i CEP 18618-970 - Botucatu - SP
RELATORIO DE ENSAIO
ANALISES MICROBIOLOGICAS
[Material: Creme {Pesquisa de Doutorado de Vialéria Vieira da Motta) [Ordem de senvico/ang: 24685-12013 [N® de amostra; 01 |
|Data ge envada: 200572013 Hora de enrada: 11:50 |
Contagen de Contagen de Contagen de P A B
N*da Especificasio do ) bactérias nerobins | bactéries serdbins|  fungos I;':;’!"'g" Delerninagiode | Determinagiode | oo pyop, g
amostra produto mesofilas psicotrofilas mesifilos N!":_;";. manas TR Quelidade
UFCinLou g UFCinLosg | UFCinLoug v seuginosy aureus
Inicial - 18062013 <10 <10 <10 Auséngia Auséngia Auséncia Aprovado
24 Hores - 100872043 <10 <10 <10 Auséngia Auséncia Auséncia Aprovado
7 ez - 25082043 <10 <10 <10 Auséngia Auséncia Auséncia Aprovado
FC2 15 dins - D3O7/2013 <10 <10 <10 Auséncin Ausséngia Auséncia Aproveda
05 2468502 | Processo 2012222043
Fabrcocio: 16042043 | 30 dies - 1807/2013 <10 <10 <10 Ausséncia uséncia Auséncia provado
60 dins - 17/0/2013 <10 <10 <10 Ausséncia uséncia Auséncia provado
30 dins - 16002013 <10 <10 <10 Auséncia Auséncia Auséncia Aprovado
105 dies - DU10V2013 <10 <10 <10 Auséncia Auséncia Auséncia Agrovado
Limite de Duanificagaa de Metodo 10UFCinLoug | 10UFCimLoug | 10UFCL oug Presena/Auséncia

UFC: Uridade Form adors de Coldnis; NR: Nio Reslizedo, Naio rRedendo.

Observesio: Este ensaio tem seu valor restrio somente & (5) amosirais) entregue(s) o CONTROLEID. O presenie documenio de resultadols) de ensaiofs), foi emitido em uma via oniginal, respondenda o
Laboreirio, apenses pela verncidede deste via.

Metodologia: United States Phameacopein 33, Netional Formulary 31, 20M3.

S0 Peulo, 23102013

Diretora Té cnica Gerente de Laboratinio
Maria José Sivera Puauln de Maio Trazzn
CREx.: 13.008-01 CREio- 43833010

Controlbio Assessoria Tecnica Microbiclogica S5 Lida.
Fiusa Com. [Efias Assi, 545 - Caxingui - CEP 05596-000 - Sio Peulo - 5P
Lsborstirio de Enssio screditado pels Cgene de acordo com & ABNT HER ISOVIEC 17025, sob nimero CRL D545, escopo disponivel em:
bty www inmetro.g aboratorios/rbleidossCRI 0545 pof
Wisualize o5 ensaios habiltedos na ANVISAREBLAS em www controlbio cor be.
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ANEXO B - Laudos oficiais analises “Chellenge test”

14

GUILHERME ANTONIO MOREIRA DE BARROS Rua Distrito de Rubido Jonior, s/n®
Projeto. FAPESP Processo n® 2012/16610-0 CEP 18618-970 - Botucatu - SP
RELATORIO DE ENSAIO
ANALISES MICROBIOLOGICAS
“Challenge Test"
Material: Crere - FC 1 { Pesguisa de Doutorado de Vaieria Viewa da Motla ) [mmmzma
Processa 127222843 |Fabneagao 19042013 | Dota de enivaca 20052013 | Hora de entrada. 1150
Condiches de colefa. temperatura ambienie
CONTAGEM
TEMPO
o 3 1088 s HORS i 21043, 3 IB0AS
; ot U020 ; ot 11062013 ; daha 18062013 i ota. 25052013
Sa 4 <0 4 <) B <0 A <%
Ec -1 <10 A <0 1 <0 4 <%
Pa 1 1 4 an Kl <10 4 )
Ay A <10 " <0 A <30 1 <3
ca A <0 4 <t 4 10 4 <
MO Microrgarsamo, S Staphyfococcus auews; Ec Eschenchio col; Pa: Psewdomonas aenginass; Ab- Aspergiis brasitensis; Ca: Gandida albveans.

REDUCAD LOGARITMICA
MO TOAS 14 DA 2115 28 DI
Sa >4.77 >477 >477 >477
Ec >4381 >4 81 >4 81 =481
Pe ~435 »485 »485 »485
Ab =473 >473 »473 >4 73
Ca >479 =479 >479 >479
MO Microrganismo; Sa. Staphylococcus aweus: Ec Eschanchin col, Pa’ Psewdomanas asvuginasa, Ab: Aspemils brasitensss, Ca: Candida albicans.

Avakacio do resultado Satisfaténio ( x ) Nio satisfatdnio | - )

Caontrolbo Assessona Tecnica Mcrobioldgea /5 Lida
Rua Comn. Elias Assi, 645 - Caxingus - CEP 05516-000 - Sko Paio - 59
Lmammmmwmm.mmmcams s0b nimero CRL 0545, escopo disponivel em:

mmmMmew
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085: 2468572013

CONTROLE
INOCULD (UFC)
MICRO-ORGANISMOS

Fator de Diluigio Contagem Lug
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 4 59 59.10° 5,77
Escherichia coli (ATCC 8739) 4 64 64.10° 5,81
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 4 70 7010° 5,85
Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) 4 5 5410° 5,73
Candida albicans (ATCC 10231) 4 62 62.10° 5,79

UFC: Unidade Formadora de Colonia; NR: Nio Referido, Nio Realizado.

Metodologia: United States Pharmacopeia 36, National Formulary 31, 2013,

Observagdo: Este ensaio tem seu valor restrito somente &(s) amostra(s) entregue(s) a CONTROLBIO. O presente documento de
resultado(s) de ensaio(s), foi emitido em uma via original, respondendo o Laboraforio, apenas pela veracidade desta via.

Sao Paulo, 28M10/2013.

Diretora Tecnica Gerente de Laboraforio
Maria José Silveira Paula de Maio Trezza
CRBio.: 18.098-01 CRBio.- 43.933/01-D

Controlbio Assessoria Técnica Microbiologica S/5 Ltda.
Rua Com. Elias Assi, 645 - Caxingui - CEP 05516-000 - S&o Paulo - 5P
Laboratorio de Ensaio acreditado pela Cgere de acordo com a ABNT NBR ISO/EC 17025, sob nimero CRL 0545, escopo disponivel em:

http://www.inmetro.gov. brilaboratorios/rble/docs/CRL0545. pdf
Visualize os ensaios habilitados na ANVISA/REBLAS em www.controlbio.com.br.

168

Anexos



GUILHERME ANTONIO MOREIRA DE BARROS
Projeto: FAPESP Processo n® 2012/16610-0

RELATORIO DE ENSAIO
ANALISES MICROBIOLOGICAS

“Challenge Test”

3/4

Rua Distrito de Rubi&o Junior, s/n®
CEP 18618-970 - Botucatu - SP

Material: Creme - FC 2 ( Pesquisa de Doutorado de Valéria Vieira da Motta ) ‘ Ordem de servico/ano: 24685/2013
Processo: 2012/22294-3 Fabricagao: 19/04/2013 Data de enfrada: 20/05/2013 ‘ Hora de entrada: 11:50
Condictes de coleta: temperatura ambiente
CONTAGEM
TEMPO
(=1 i=3 (=1 =
MO = 7DIAS; = 14 DIAS; = 21 DIAS; = 28 DIAS;
s data: DAIDBI2013 s data: 11062013 i data: 18/06/2013 s data: 250612013
E E : £
K| <10 A <10 <10 K] <10
Ec K| <10 A <10 A <10 A <10
Pa A <10 A <10 A <10 A <10
Ab A <10 A <10 A <10 K] <10
Ca K| <10 A <10 A <10 A <10

MQ: Microrganismo; Sa: Staphylococcus aureus; Ec:Escherichia coli; Pa

: Pseudomonas aeruginosa; Ab: Aspergillus brasiliensis; Ca: Gandida albicans.

REDUGAO LOGARITMICA
MO 7DIAS 14 DIAS 21 DIAS 28 DIAS
Sa =477 =477 =477 =477
Ec >4 81 > 481 >4 81 =481
Pa =485 > 485 >485 =485
Ab >473 >473 >473 >473
Ca >479 =479 =479 =479

MO: Microrganismo; Sa: Staphylococcus aureus; Ec:Escherichia coli; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Ab: Aspergillus brasiliensis; Ca: Candida albicans.

Avaliagio do resultado

Visualize os ensaios habilitados na ANVISA/REBLAS em www.controlbio.com.br.

Satisfatorio ( x)

Nio satisfatorio (- )

Controlbio Assessoria Técnica Microbiologica S/5 Ltda.

Rua Com. Elias Assi, 645 - Caxingui - CEP 05516-000 - So Paulo - 5P
Laboratdrio de Ensaio acreditado pela Cgcre de acordo com a ABNT NBR ISQVIEC 17025, sob nimero CRL 0545, escopo disponivel em:
hitp:/iwww. inmetro.gov briaboratorios/rhle/docs/CRI 0545, pdf
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4/4

OS: 2468572013
CONTROLE
INOCULD (UFC)
MICRO-DRGANISMOS ARG P Lm
Staphylococcus sureus (ATCC 6538) 4 5 s 5711
Escherichia coll {ATCC 8739) 4 54 64.10° 581
Pisadomanas asruginosa (ATCC 9027) 4 m ot 585
Aspergiius brasiiensss (ATCC 16404) 4 5 5410 573
Candidda alticans (ATCC 10231) 4 &2 6210° 579

UFC: Unidade Fomeadora de Colfinia; NR- Ndo Refendo, No Realizado

Metodologia: United Stales Pharmacopeia 36, National Fomulary 31, 2013

Observagio: Esle ensaio o seu valor resivio somente &(s) amesirals) entregue(s) a CONTROLBIO. O presente documento de
resultado(s) de encainds), ol enido em uma via onginal, respondendo o Laboratiino, apenas pela veracidade desta via.

Séo Paulo, 281072013,
Direfora Técnca Gerente de Laboralno
Maria José Silvexs Paula de Maio Trezza
CRBio - 18.098-01 CRBio - 4393301.D0

Controlbio Assessona Tecnica Microbiologica S5 Lida.

Rua Com. Ekas Assi, 645 - Caongus - CEP 05546-000 - Sio Paulo - SP
MCMMﬂM&MM!MWMC1m uﬁuu-nmws,mdwﬁd.n

Mmmumemmmm
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ANEXO C - Laudos oficiais ensaios “Shelf-Life”

GUILHERME ANTONIO MOREIRA DE BARROS
Projeto: FAPESP Processo n® 2012/116610-0

Rua Distrito de Rubido Jinior, sin®

CEFP 18618-570 - Botucatu - 5P

RELATORIO DE ENSAID
SHELF LIFESTESTE DE ESTABILIDADE ACELERADA
Material: Creme (Pesquisa de Doutorado de VaEria Vieira da Motta) |Ur|jan de senvipoiano: 24685/2013
Duanfidade: M amosira | Embalagem: Original do fabrcante | Data de entrada: 20052013 |Hora de entrada 11:50
Tempo da Inspecao
Al @ | Especificacio doproduto | Parmetros Inicial 24 Horas 7 DIA 15° DIA
18067201 3 190067201 3 2500672013 0V07rAH 3
Aspecio Mormal sem alteragdo Mormal, sem aleracio Momal, sem aleragio Momal, sem alteragdo
FC 1 Car Mormal, sem alteragio Mormal_ sem alieracao Mormal, sem aleragao Momnal, sem alteragio
05 2468501 | Processo AN2IZ7794-3 Odor Normal, sem alteragdo Normal, sem alteraciio Mormal, sem altera o Mormial, sem alteracdo
Fabricagio: 19042013 P ——
Inicial: g g - g 0g-197g 20g - 20g
Temperatura e Urmidade da Estufa no momento da Inspecéo - 415°C-60% 413°C-62% 41 PG -60%
MR: ndo refesido.

Observacao: Esie ensaio iem seu valor resirio somente ds) amostrals) entregueis) a CONTROLEID. O presente documento de resultadods) de ensaio(s), foi emifide em uma via original
respondendo o Laboratorio, apenas pela veracidade desta via.

G0 Pauio 281072013,

Diretora Técnica Gerente de Laboratinio
Maria José Silveira Paula de Maio Trezza
CREao.: 18,096 CRBo. 43.93301-D

Controlbio Assessoria Técnica Microbioibgica 5/5 Lida.

Rua Con. Elias Assi, 845 - Caxingui - CEP 05516-000 - 580 Poulo - 5P

Laboratério de Ensaio acreditade pela Cgere de acordo con a ABHT MER ISOAEC 17025, sob nimero CRL 0545, escopo disponivel em:
Intip:ifervew. mmetro. gov brilaboratorios/rhle/does /(CRLO545. pdf

‘isualize o5 ensoios hobilitedos ne ANVISA/REBLAS em wwiw conbrolbio com br.
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GUILHERME ANTONIO MOREIRA DE BARROS

Rua Distrito de Rubido Jinior, sin®
Projeto: FAPESP Processo n® 2012116610-0 CEP 18618-570 - Botucatu - SP
RELATORIO DE ENSAIO
SHELF LIFE'TESTE DE ESTABILIDADE ACELERADA
Material: Creme (Pesquisa de Doutorado de Vaiéria Vieira da Motta) |Clr|jem de senvicofano: 24685/2013
Duantdade: (1 amostra | Embalagem: Original do fabrcante Data de entrada: 200572013 | Hora de entrada 11:50
Tempo da Inspegio
N*da | g pecificagiio do produta | Parimetros 30° DIA 60° DIA 90° DIA 105° DIA
120773 1TM0a201 3 16082013 N2 3
Aspecto Kormal, sem alteragio Mormal, sem alteracio Momal, sem akeragio Mormal, sem alteragdo
FC 1 Caor Mormal, sem alteragio Mormal, sem alieracio Mormal, sem aleragio hormal, sem alteragio
05 2468501 | Processo 2012/22294-3 Oelor Normal, sem alteragio Normel, sem alteracio Mormal, sem aliera o Normal, sem alteragin
Fabricacio: 19047203 T —
IniciabFinal: 20g- 13,89 20g- 1959 20g-198 20g- 199
Temperatura & Umidade da Estufa no momento da Inspegdo 41 7°C-63% 415°C-59% 411°C-80% 41 8°C-61%
MR: ndo refendio.

Observacio: Este ensaio iem seu valor restrito somente (s) amestrals) entregue(s) a CONTROLEID. O presente documento de resultadols) de ensaiofs), foi emiide em urma via original_

respondendo o Laboratirio, apenas pela veracidade desta via.
Sio Paulo 28102013

Diretora Técnica Gerenie de Laboratrio
Maria José Silveira Paula de Maio Trezza
CRBio.: 18056 CRBio: 43.53301-D

Confrolbio Assessoria Tecnica Microbiigica 575 Lide.
Rua Con. Elias Assi, 845 - Caxingui - CEP 05518-000 - S§o Paulo - 57

Laboratorio de Ensaio acreditade pela Cgere de acordo com a ABNT MBR E3OMEC 17025, sob namero CRL 0545, escopo disponivel em:

Intitp-iFerwows.immetro. gow brilaboratories/rhle/does/CRLO545. pdf
isualize o5 ensaias habiltodos ra ANYISAREBLAS em wyww controlbeg com br.
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GUILHERME ANTONIO MOREIRA DE BARROS
Projeto: FAPESP Processo n® 2012M6610-0

RELATORIO DE ENSAIO

SHELF LIFE'TESTE DE ESTABILIDADE ACELERADA

Rua Distrito de Rubido Jinior, sin®
CEP 18618-970 - Botucatu - SP

Material: Creme (Pesquisa de Doutorado de Vaiéria Vieira da Motta)

| Ordem de senvicoiano: 2468502013

Quantdade. M amosira

| Embalagem: Original do fabricante

| Data de entrada: 20052013

|Hora de entrada 11:50

Tempo da Inspagio
Nda | g pecificagio do produto | Parimetros Inicial 24 Horas 7*DIA 15 DIA
10201 3 1970672013 250672013 030712013
Aspecto Kormal, sem alteragio Mormal, sem alteracio Momal, sem aferagio Mormal, sem alteragdo
FC 2 Caor Mormal, sem alteragio Mormal, sem alieracio Mormal, sem akeragio hormal, sem alteragio
05 2468502 | Processo 2012/22294-3 Oelor Normal, sem alteragio Normel, sem alteracio Mormal, sem alieraio Normal, sem alteragio
Fabricago: 19047203 T —
niciabFinal: g 2g-20g 20g - 0g g - g
Tempesatura & Urnidade da Estufa no momento da Inspegdo - 415°C-60% 413°C-62% 410°C - 6%
MR: ndo refendo.

Observacdo: Este ensaio iem seu valor resinio somente (s) amedstirals) entregue(s) a CONTROLBIO. O presente documento de resultadods) de ensaiofs), foi emitide em uma via orginal_
respondendo o Laboratbrio, apenas pela veracidade desta via.

Sio Pauio, 268M0/2013.

Diretora Tecnica Gerenie de Laboratonio
Maria José Silveira Paula de Maio Trezza
CRBo.: 18096 CRBio: 43933010

Confrolbic Assessoria Tecnica Microbioigica 55 Lide.
Rua Con. Elias Assi, 845 - Caxingui - CEP 05518-000 - SSo Poulo - 5P
Laboratorio de Ensaio acreditado pela Cgere de acordo com a ABNT HBR ISOAEC 17025, sob nemero CRL 0545, escopo disponivel em:
Iittp: e inmetro. gov. brilaboratorics/rhle/does\CRLOS4S. pof
Visualize o5 ensaias habilitados ne ANVISAREBLAS em www controlbio com br. 3
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GUILHERME ANTONIO MOREIRA DE BARROS
Projeto: FAPESP Processo n® 2012M16510-0

RELATORIO DE ENSAIO

SHELF LIFE/TESTE DE ESTABILIDADE ACELERADA

Rua Distrito de Rubio Janior, =in®
CEP 18618-970 - Botucatu - SP

Quantidade: 01 amosira

Material: Creme (Pesquisa de Doutorado de Vaiéria Vieira da Motta)

| Ordem de senigolanc: 2468512013

| Embalagem: Original do fabricante

| Data de entrada: 20052013

| ora de entrada: 11:50
Tempo da Inspegio
a0 | Especificagio do produto | - Parimetros 30° DIA &0° DIA 9€° DIA 105° DIA
180772013 17082013 16092013 AN
Aspecio Mormal, sem alteragio Mormal, sem aleracio Momal, sem alerag o Mormal, sem alteragio
FC2 Car Mormal, sem alteragio Mormal, sem alieracio Momal, sem alerago Mormal, sem alteragio
05 2468502 | Processo 2012/27294-3 Odor Mormal, sem alteragio Mormal, sem aleracio Momal, sem alerag o Mormal, sem alteragio
Fabricacdo: 190472013 ———
Inicia/Finall 20g- 19,5 20g- 19,99 2g-197g 20q- 198
Temperatwra e Umicade da Estufa no momenio da Inspegio 41 7°C-63% 415°C-59% 4117°C- 6% HEC-61%
MR: n@o referido.

Observacio: Este ensaio tem seu valor restrito somente d(s) amostrajs) entregueds) a CONTROLBIO. O presente documento de resultadeds) de ensaio(s), foi emiide em uma via original,
respondendo o Laboratorio, apenas pela veracidade desta via.

Sio Pauio, 261072013,

Diretora Técnica Gerente de Laboratirio
Maria José Silveira Paula de Maio Trezza
CRBio.: 18.098- CRBio.: 43.93301-D

Controlbio Assessoria Técnica Microbioigica 575 Lida.

Fua Con. Elias Assi, 845 - Caxingui - CEP 055164000 - Sio Poulo - 5P

Laboratdrio de Ensaio acreditado pela Cgere de acordo com a ABNT HBR ISOAEC 17025, sob namers CRL 0545, escopo disponivel en:
Intitpcifwrwow. inm etro. gow brilaboratoriosihle!docsICRLOS4S5. pdf

‘Visualize a5 ersaias habilitedos re ANVISA/REBLAS em www conbrolbeo com br.
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ANEXO D - Escala de Numero Mais Provavel (NMP)

Nitmero de Tubos Positivos NMP/g ou mL Intervalo Confianga (95%)
0,1 0,01 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 - 925

0 0 1 3,0 0,15 9.6

0 1 0 30 0,15 1"

0 1 1 6,1 1,2 18

0 2 o 6,2 12 18

0 3 0 94 36 38

1 0 0 36 0,17 i8

1 0 1 72 13 18

1 0 2 1 3.6 38

1 1 0 74 1,3 20

1 1 1 11 3,6 38

1 2 0 11 36 42

1 2 1 15 45 42

1 3 0 16 45 42

2 0 0 9.2 14 38

2 0 1 14 3.6 42

2 0 2 20 45 42

2 1 0 15 37 42

2 1 1 20 4.5 42

2 1 2 27 8,7 94

2 b4 0 21 45 42

2 2 1 28 8,7 %4

2 2 2 35 87 94

2 3 0 29 8,7 94

2 3 1 36 87 9™

3 0 0 23 4,6 94

3 0 1 38 8,7 110
3 0 2 64 17 180
3 1 0 43 9 180
3 1 1 75 17 200
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420
3 2 0 93 13 420
3 2 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 2 3 290 90 1000
3 3 0 240 42 1000
3 3 1 460 9% 2000
3 3 2 1100 180 4100
3 3 3 >1100 420 -
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ANEXO E — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

s Universidade Estadual Paulista
| wr
unesp Faculdade de Medlcina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n° - Botucatu — S.P
CEP: 18.818-870

Fone/Fax: (0xx14) 3811-5143 Registrado no Ministério da Saude
e-mail secretana: capellup@fmb.unesp.br em 30 de abril de 1987
e-mail coordenadona tsarden@fmb unesp b

Botucatu, 04 de junho de 2012 Of. 30172012

Ilustrissimo Senhor

Prof. Dr. Guilherme Ant8nio Moreira de Barros
Departamento de Anestesiologia da

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Dr. Guilherme,

Informo que o Projeto de Pesquisa (Protocolo CEP 4218-2012) Exposicdo de
pacientes com sindrome de dor miofascial (SDM) & capsaicina:
desenvolvimento de forma farmacéutica de uso tdpico com possivel agdo
analgésica, a ser conduzido por Valéria Romero Vieira da Motta, orientada
por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favordvel, sem necessidade
de envio a CONEP.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar ao
CEP ao final da execugdo do Projeto o "Relatdrio Final de Atividades”.

[,.
Atenciosamente,
Ve Ch
v )
Prof. Dr. Trajano Sardenberg
Coordenador do CEP
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ANEXO F - Laudo de especificacido capsaicina ACOFARMA

Ficha de Dados de Seguranga ACOFARMA

Conforme o Regulamemto (CE) N® 1907/2006 (REACH)

1.-

Identificag@o da substancia ou do preparado e da sociedade ou empresa
Identificacdo da subsiancia ou do preparado

Denominacio: Capsaicina

Identificagdo da sociedade ou empresa. Acofarma Distnibucidn S A
Llobregat, 20
08223-Terrassa. Espanhia
Tel (0034) 93 736 00 88 / Fax: 93 785 93 62

Telefone de emergéncia: INEM — Centro de Informacio Antivenenos Tel: 808 250 143

2.- Identificagao dos perigos
Classificagdo da substincia ou mistura

De acordo como Regulamento (EC) No1272/2008

Toxcidade aguda, Cutaneo (Categona 3)

Toxicidade aguda, Oral (Categona 3)

Irmtag 30 cutdneas (Categora 2)

Leses oculares graves (Categorial)

Sensibiszagdo respiratdna (Categona 1)

Sensibdizagdo cutanea (Categora 1)

Toxacidade especifica em determinados orgdos (stot) - exposigdo unica (Categona 3)

De acordo com a Diretva Europesa 67/548/CEE e suas emendas.

Taxico por ingestdo.

Imta as vias respiratonas e a pele

Risco de lestes oculares graves

Passibilidade de sensibiizagdo por inalagdo e par contato com a pele.

Elementos da etiqueta

T e

Palavra de aviso Pengo

Indicagio(bes) de pengo

H301 Toxico em caso de ingestio.

H31 Téxico em contato com a pele

H315 Provoca imtagdo cutdnea

H317 Pode provocar uma reagdo alérgica na pele.

H318 Provoca lesBes oculares graves.

H334 Pode provocar siltomas de alergia, asma ou dficuldades respiratorias em
caso de mnalagdo.

H335 Pode imtar las vias respiratonas

Dedaracao{fes) de aviso

P261 Ewitar respirar o pd/ fuma/ gds/ neblinal vapores/ aerosol.

P230 Usar luvas de protecaa/oculos de protecdo/mascara de protecdo.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAD: Contatar imediatamente um CENTRO DE

INFORMAGIAQ TOXICOLOGICA ou um médico.

Paral e 8
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P305 + P351 + P338

P342 + P311

Simbolo(s) de perigosidade
T

Frase(s)- R

Frase(s)- S
S22
S26

528

S36/39
545

Outros Perigos - nenhum(a)

CAPSAICINAFDS_PTDOC

EM CASO DE CONTATO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com égua durante varios minutos. Retirar as lentes
de contato, se usar e for possivel. Continuar a enxaguar.

Em caso de sintomas respiratorios: Contatar um

CENTRO DE INFORMACAOTOXICOLOGICA ou um

médico.

Téxico

Taéxico por ingestao.

Irrita as vias respiratonas e a pele.

Risco de lesdes oculares graves.

Possibilidade de sensibilizacédo por inalacéo e por contato com  a
pele.

N&o respirar o po.

Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e
abundantemente com agua e contatar um médico.

Em caso de contato com a pele, lavar imediatamente com agua e
sab&o em abundéancia.

Usar indumentaria adequada e protecéo para os olhos/ cara.

Em caso de acidente ou mal-estar, procurar imediatamente
assisténcia medica (se for possivel, mostre a etiqueta).

Composigaol/informagao sobre os componentes

CAS-N°: 404-86-4 EINECS-N°: 206-969-8
PM: 30540
Formula molecular: C1:H»7NO;

Primeiros socorros

Em caso de contacto com os olhos, lavar com agua abundante durante, pelo menos, 15 minutos,
mantendo as palpebras abertas. Contactar o médico.

Em caso de inalago, levar o individuo para o ar livre. Se ndo respira, administrar respiracio artificial. Se
respira com dificuldade, adnumistrar oxigénio.
Apos mgestio: enxaguar a boca com agua, se a pessoa estiver consciente e dirigir-se ao médico.

Em caso de contacto com a pele, lavar ou mergulhar a area irritada com vinagre (acido acético 5%).

A mmersio pode continuar até que a irritagio pare e seque a drea afetada. Em casos graves sfo necessarias
varias horas. Um tratamento alternativo consiste na imersdo da area uritada em oleo vegetal. Alguns
estudos indicam que a imersio em 6leo vegetal proporciona maior alivio que com dgua fria.

Lavar a roupa contaminada antes de voltar a usa-la.

Eliminar o calgado contaminado.

Pagina 2 de 4

178

Anexos



CAPSAICINA FDS_PTDOC

Ficha de Dados de Seguranga ACOFARMA

5.-

Denominacgéo: Capsaicina

Medidas de luta contra incéndios

Meios de extingdo adequados:

Agua pulverizada. Diéxido de Carbono (CO:), pé quimico seco e espuma apropriada.

Procedimentos especiais para o combate contra incéndios:

Usar dispositivo auténomo de respiragio e roupa protectora para evitar contacto com a pele e os olhos.
Riscos especiais:

Emute fumos téxicos em caso de incéndio.

Medidas a tomar em caso de derrame acidental

Evacuar a zona.

Usar dispositivo auténomo de respiracéio, botas e luvas resistentes de borracha.

Usar vestuario descartavel e eliminar depois de usar.

Recolher em seco, colocar num recipiente e conservar para a sua posterior eliminacio como residuo.
Evitar levantar po.

Limpar a area com uma lama de diatomaceas e etanol.

Ventilar o local e lavar o lugar onde se derramou o produto, ap6s completamente recolhido.

Manuseamento e armazenamento
Consultar secdo §.

Controlos de exposicado/protecdo pessoal

Protegdo pessoal:

Roupa de prote¢do adequada.

Protecdo respiratoria: Mascara de respiracio homologada.
Prote¢do das méos: Luvas resistentes a quimicos.
Prote¢do dos olhos: Oculos de seguranca.

Medidas de higiene particulares:

Utilizar unicamente dentro de uma cabina para fumos quimicos. Chuveiro de seguranca e lavagem ocular.
Evitar o contacto com os olhos, pele e roupa. Nio respirar o po. Evitar a exposi¢do prolongada ou
repetida. Lavar cuidadosamente, méios e pele, apds cada manipulagio.

Altamente téxico. Irritante severo. Provoca espirros.

Armazenamento:

Manter hermeticamente fechado.
Em lugar fresco e seco.

Pagina3de 4
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CAPSAICINAFDS_PTDOC

Ficha de Dados de Seguranca ACOFARMA

10.-

11.-

12.-

Denominagao: Capsaicina

Propriedades fisicas e quimicas

Estado fisico: Soélido

Cor: Branco

Odor: Irritante

Valor pH
(susp. aquosa saturada) aprox. 6.4

Ponto de fusdo 62—65°C

Solubilidade em
Agua (20 °C) Praticamente msolivel
Etanol Solavel
Eter Solavel
Cloroformio Solavel
benzeno Solavel

Estabilidade e reatividade

Matérias a evitar:

Agentes oxidantes fortes.

Produtos de decomposi¢do/combustdo perigosos:

Fumos téxicos de: monéxido de Carbono, didxido de Carbono. Oxidos de Nitrogénio.

Informacgédo toxicoldgica

Toxicidade aguda:

DLsp (intraperitoneal, rato): 9500 mcg/kg

DLs; (oral, rato): 47200 meg/kg

Pode ser fatal por malagdo, por ingestio ou por absorcio através da pele.

Causa irritagdo grave.

Em altas concentragbes é extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas, trato
respiratorio superior, olhos e pele.

Os sintomas da exposi¢do podem mcluir sensagio de queimadura, tosse, laringite, falta de ar, dor de
cabeca, nauseas e vomitos.

Provoca espirros. Néo inalar.

Orgdos alvo:

Nervos.

Informagdes ecologicas
Informacdo ndo disponivel.

Pagina 4 de 4
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CAPSAICINAFDS_PTDOC

Ficha de Dados de Seguranga ACOFARMA

13.-

14.-

15.-

16.-

Denominagéo: Capsaicina

Consideragdes relativas a eliminagao

Produto:

Dissolver ou musturar com um solvente combustivel adequado e incinerar em instalagdes adequadas.
Na Unido Europeia ndo estdo regulamentados, de momento, os critérios homogéneos para a
eliminagéo de residuos quimicos. Aqueles produtos quimicos, que resultam em residuos através do uso
quotidiano dos mesmos, tém geralmente, a caracteristica de residuos especiais. A sua eliminagio nos
paises comunitarios

paises comunitarios encontra-se regulamentada por leis e regulamentos locais.

Pedimos-lhe que contacte a entidade adequada em cada caso (Administragdo Publica, ou entdo Empresa
especializada na eliminacio de residuos), para obter informacao acerca do seu caso particular.

Recipientes:
A sua eliminacio deve ser realizada de acordo com as regulamenta¢des oficiais. Devem adotar-se as

mesmas medidas para as embalagens contaminadas que para o produto contaminante. As embalagens ndo
contaminadas serdo tratadas como residuos domésticos ou como material reciclavel.

Informacgao relativa ao transporte
Contactar com ACOFARMA, S.C.L. para informacéo relativa ao transporte.

Informagao Regulamentar
A folha técnica de seguranca cumpre com os requisitos do Regulamento (CE) No. 1907/2006.

Qutras informacgoes

Texto de cddigos H e frases R mencionadas na segédo 2

Data de Emissdo 06-04-2000
Data da revisdo: 19-01-2009

Os dados fornecidos nesta ficha de seguranga baseiam-se no nosso actual
conhecimento. Descrevem tdo somente as medidas de seguranca no
manuseamento deste produto e ndo representam uma garantia acerca das
propriedades descritas do mesmo.

Pagina 5 de 4
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ANEXO J — Credenciamento REBLAS

DECLARAGAO N° 2

Brasilia, 15 de Maio de 2007.

Declaramos para os devidos fins que o Controlbio Assessoria Técnica
Microbiolégica S/S Ltda , CNPJ 67.185.180/.0001-77, situado na Rua Comendador
Elias Assi , 645 - Caxingui - S30 Paulo-SP, estd habilitado na Rede Brasileira de
Laboratérios Analiticos em Salde - REBLAS - sob o codigo ANALI-095, desde
27/04/2007.

O processo de manutengdo da habilitagdo do laboratério foi conduzido pela
Geréncia Geral de Laboratérios de Salde Plblica (GGLAS/ANVISA) conforme
procedimentos operacionais publicados na pagina da ANVISA,
http://www.anvisa.gov.br/reblas/procedimentos/index.htm e critérios da Norma
NBR ISO/IEC 17025:2005.

Vale salientar que a habilitacdo concedida é valida exclusivamente para o
escopo divulgado no site : vi v.br/r

Fica proibido o uso da logomarca institucional da ANVISA conforme o

Procedimento de Identificagéo da Habilitagdo de Laboratérios (Procedimento GGLAS
04 - 22 edicdo de 29/11/2004) em quaisquer documentos do laboratério.

Atenciosamente,

( .
Gal i(»f\g)&é\u'{tt?'n/?rm %\ MuAe o

Gerenté Geral GGLAS/ANVISA
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