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RESUMO

Cetoconazol é um agente antifingico que possui acdo topica e sistémica,
podendo ser incorporado em diferentes formas farmacéuticas. Como exemplo,
pode-se citar o xampu de cetoconazol, que é efetivo no tratamento da dermatite
seborréica e pitiriase versicolor. E reconhecido que o cetoconazol, nas formas
farmacéuticas xampu e solucdo, rapidamente altera a coloracdo se tornando
avermelhado. A exposicdo de farmacos a radiagdo pode influenciar a estabilidade da
formulacéo, levando a modificacbes nas propriedades fisico-quimicas do produto. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a fotoestabilidade do cetoconazol em xampu e
solucdo. As formulagbes foram expostas a radiacdo UV-A (352 nm), UV-C
(254 nm) e luz diurna. Métodos foram desenvolvidos e validados para a
determinacdo quantitativa do cetoconazol: cromatografia liquida de alta eficiéncia e
ensaio microbiolégico utilizando o método de cilindros em placa. Estudos
comparativos entre xampu de cetoconazol e xampu de cetoconazol contendo
produtos de degradacdo foram feitos para avaliar a atividade antifungica e a
seguranca bioldgica in vivo (teste de Draize) e in vitro (teste de citotoxicidade). Os
resultados demonstraram diminuicdo na atividade antifingica, mas nao
demonstraram alteracdo na seguranca biologica. Os métodos utilizados para anélise
do cetoconazol (ensaio microbiolégico e CLAE) demonstraram ser lineares,
precisos e exatos, sendo Uteis no controle de qualidade do farmaco. Os resultados
indicam alteracdo do cetoconazol em presenca da luz. Dois produtos de degradacéo
foram isolados e identificados: 1-acetil-4-{4-[2-(2-clorofenil)-2-(1H-imidazolil-1-
metil)-1,3-dioxolanil-4-metoxi]fenil } piperazina e 1-acetil-4-{4-[2-(4-clorofenil)-2-
(1H-imidazolil-1-metil)-1,3-dioxolanil-4-metoxi]fenil } piperazina. Consequientemente,
adequada protecéo da luz deve ser adotada durante armazenamento das duas formas

farmacéuticas contendo o farmaco.
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ABSTRACT

Photostability evaluation of ketoconazole and determination of the
antifungal activity and biological reactivity in vivo and in vitro of

ketoconazole shampoo

Ketoconazole is an antifungal agent with topic and systemic action and
can be incorporated into several dosage forms. As an example, it could be
mentioned ketoconazole shampoo, which is effective against seborrhoeic
dermatitis and pityriasis versicolor. It is remarkable that ketoconazole is rapidly
altered in shampoo and solution dosage forms, since its colour turns into red.
Exposure of a drug to radiation can influence the stability of the formulation,
leading to changes in the physicochemical properties of the product. The aim of
this work was to assess the photostability of ketoconazole in shampoo and
solution. The formulations were exposed to UV-A (352 nm) and UV-C (254 nm)
radiations and daylight. Methods were developed and validated for the
quantitative  determination of ketoconazole: high performance liquid
chromatography and microbiological assay using the cylinder-plate method.
Comparative studies between ketoconazole shampoo and ketoconazole shampoo
containing degradation products were conducted to evaluated the antifungal
activity and biological reactivity in vivo (Draize test) and in vitro (cytotoxity
test). The results showed a decrease in antifungal activity but not an alteration on
the biological reactivity. The methods used for ketoconazole analysis
(microbiological assay and HPLC) were linear, precise and accurate, providing
valuable methods for the quality control of this drug. The results indicate
alteration in ketoconazole in presence of light. Two photodegradation products
were isolated and identified: 1-acetyl-4-{4-[2-(2-chlorophenyl)-2-(1H-imidazol-
1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-ylmethoxy]phenyl}piperazine and 1-acetyl-4-{4-[2-
(4-chlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-ylmethoxy]phenyl }



XXXi1

piperazine. Consequently, adequate light protection should be adopted for storage

of these two dosage forms containing the drug.

Key words: ketoconazole, shampoo, high performance liquid
chromatography, microbiological assay, photostability studies, biological

reactivity.
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A introducdo dos derivados imidazolicos na terapéutica, na década de 70,
representou grande avanco no tratamento das micoses. Foram 0s primeiros
compostos a exercerem atividade contra grande nimero de leveduras, dermatdfitos
e fungos dimérficos. Desde seu advento, varios compostos foram desenvolvidos por
diversos laboratérios, sendo utilizados no tratamento de micoses superficiais e

sistémicas.

Em 1981, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso do
cetoconazol, um derivado imidazolico, desenvolvido e sintetizado pela Janssen
Pharmaceutica (ESPINEL-INGROF,1996). O farmaco, que possui acao sistémica e
topica, pode ser incorporado em diversas formas farmacéuticas, como xampus e

cremes.

Durante a preparacdo de algumas formulag@es topicas, contendo cetoconazol,
pOde-se observar que o produto apresenta instabilidade, pois adquire coloracéo
avermelhada muito rapidamente (STAUB et al., 2002), sugerindo a formagdo de

produtos de degradacao.

Diversos fatores podem alterar um produto farmacéutico com o tempo. Apos
extensa revisao de literatura, constatou-se que o numero de farmacos fotolabeis tem
aumentado. Segundo THOMA e KUBLER (1996¢), a investigacdo comparativa da
fotoestabilidade de antimicéticos azdlicos mostrou que, apesar de muitas estruturas
serem homologas, existem muitas variancias entre a estabilidade fotoquimica. Em
particular, cetoconazol e terconazol mostraram-se fotolabeis. Por outro lado,

clotrimazol, fluconazol e miconazol resistiram a degradacéo fotolitica.

Segundo TONESSEN (2001), farmacos sensiveis a luz podem ser afetados
pela luz solar (especialmente radiacdo ultravioleta) e por fonte de luz artificial
(lampada fluorescente). A exposicdo inadequada a luz pode levar a fotodegradacéo
da substancia ativa, podendo formar um produto inativo, mas também pode alterar

propriedades fisico-quimicas como alteracdo na coloragédo do produto.
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Farmacos sensiveis a luz freqientemente aumentam os problemas de uma
formulacdo farmacéutica. Reacdes fotoquimicas sdo complexas e um bom
entendimento do processo de fotodecomposicdo é necessario a fim de otimizar a

estabilidade do produto.

Sendo assim, justifica-se o desenvolvimento, validacdo e utilizacdo de
métodos fisico-quimicos e microbioldgicos para caracterizacdo, identificacdo e
doseamento do farmaco, visando a obtencéo de dados para o estudo da estabilidade
fotoquimica do cetoconazol em formulagbes farmacéuticas, em especial 0 xampu,
com avaliacdo dos possiveis produtos de degradacdo formados. Apesar do farmaco
ter sido sintetizado na década de 70, ndo foram encontrados estudos publicados

sobre seus produtos de degradacao.
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2.1. Objetivos gerais

O trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento e validagédo de
métodos de analise e avaliacdo da fotoestabilidade do cetoconazol matéria-prima e

em formulacdo farmacéutica, verificando a presenca de produtos de degradacdo.

2.2. Objetivos especificos

v Desenvolvimento e validacdo de método de doseamento do cetoconazol em

xampu, atraves de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

v Desenvolvimento e validacdo de método de doseamento do cetoconazol em
xampu, através de ensaio microbiolégico - método de difusdo em agar —

cilindros em placa.

v' Estudo da estabilidade fotoquimica do cetoconazol matéria-prima, em solucdo e

na forma de xampu.

v Determinacdo da atividade antifingica do xampu de cetoconazol contendo 0s

produtos de degradacao.

v" Isolamento e identificacdo dos produtos de degradacdo majoritarios, através de
espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio e de carbono e

espectrometria de massas.

v Avaliacdo do potencial de citotoxicidade in vitro do xampu de cetoconazol

contendo os produtos de degradacao.

v Avaliacdo da toxicidade aguda com efeito local do xampu de cetoconazol

contendo os produtos de degradacao, atraves do teste de irritacdo ocular.
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3.1. Infeccdes fungicas

As micoses humanas podem ser causadas por fungos patogénicos primarios
ou por fungos oportunistas. Patogénicos primarios sdo aqueles que tém capacidade
de invadir os tecidos de um hospedeiro normal; 0s oportunistas, no entanto, somente
sdo invasores de tecidos de individuos com alteragdes do sistema imunologico do
organismo (VERONESI e FOCACCIA, 1998). Nos ultimos anos, a incidéncia de
infecgOes fungicas tem aumentado em funcéo do virus da imunodeficiéncia humana
(VIH), cancer e transplantes. E importante salientar, que tanto os fungos
patogénicos como 0s oportunistas sdo conhecidos como causadores de micoses
severas e algumas vezes fatais em pacientes imunocomprometidos (ESPINEL-
INGROF,1996).

As doengas por fungos podem ser classificadas em trés grupos
(FREEDBERG et al., 2003):

v" Micoses sistémicas

As micoses sistémicas sdo caracterizadas por serem adquiridas, geralmente
por inalacdo de fungos patdgenos dimorficos, dando origem, na maioria das vezes, a
uma lesdo pulmonar priméria que tem tendéncia a regressdo espontanea. As lesdes
extrapulmonares resultam da disseminagdo hematogénica do fungo. As micoses

sistémicas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Micoses sistémicas e fungos causadores.

Micoses Fungos
Histoplasmose Histoplasma capsulatum (capsulatum, duboisii)
Blastomicose Blastomyces dermatitidis
Coccidioidomicose Coccidioides immitis
Paracoccidioidomicose Paracoccidioides brasiliensis
Peniciliose Penicillium marneffei

Criptococose Cryptococcus neoformans
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v" Micoses subcutaneas

As micoses subcutaneas sdo infec¢Ges causadas por fungos que penetraram
na pele ou tecido subcutdneo. As micoses subcutdneas mais comuns s&o

esporotricose, micetomas e cromoblastomicose.
v" Micoses superficiais

As micoses superficiais sdo causadas por fungos ou leveduras capazes de
invadir a pele, unha, cabelo e membrana mucosa. Pode-se citar as dermatofitoses
(ou tinhas) que sdo infeccOes causadas por trés géneros de fungos (Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton), candidiase que é uma infeccdo causada por
Candida albicans ou por outra levedura da mesma espécie (C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. kefyr, C. krusei, C. stellatoidea, C. guilliermondii). Pode-se citar,
ainda, tinha nigra, piedra, malassezioses e eventualmente outros fungos né&o

dermatofitos.

Por malassezioses designam-se as trés formas clinicas da infeccdo causada
pela levedura Malassezia: pitiriase (tinha) versicolor, foliculite por Malassezia e
alguns autores correlacionam o fungo Malassezia furfur no desenvolvimento da
dermatite seborréica. Uma forma farmacéutica muito utilizada para o tratamento

destas infeccBes € 0 xampu pois geralmente o couro cabeludo é acometido.

3.2. Pele e anexos cutaneos

As infecgOes causadas por fungos estdo entre as causas mais comuns de
doencas cutaneas. A pele, possui muitas funcgdes essenciais, incluindo protecéo,
termorregulacdo, resposta imune, sintese bioquimica, deteccdo sensorial, entre
outras (HARDMAN e LIMBIRD, 1996).

A pele compde-se, essencialmente, de trés grandes camadas de tecidos: uma

camada superior — a epiderme, uma camada intermediaria — a derme, e uma camada
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profunda - a hipoderme ou tecido celular subcutaneo. A epiderme é constituida por
epitélio estratificado cuja espessura apresenta variacOes topograficas desde 0,04 mm
nas palpebras até 1,6 mm nas regides palmo-plantares. A segunda camada tissular
componente da pele, disposta imediatamente abaixo da epiderme, é a derme, que
compreende denso estroma fibro-elastico. A terceira camada da pele, mais
profunda, a hipoderme, compde-se de tecido adiposo (SAMPAIO e RIVITTI,
1998).

Os capilares sangliineos e as fibras nervosas emergem do tecido adiposo
subcutaneo ou hipoderme, atravessam a derme e chegam a epiderme. As glandulas
sebaceas presentes no tecido subcuténeo liberam seus produtos através de ductos
sudoriparos que atravessam a superficie da pele. As glandulas sebaceas e o0s
foliculos pilosos originam-se na derme e nas camadas subcutaneas e atingem a
superficie da epiderme na forma de ductos e pélos, respectivamente (ANSEL et al.,
2000).

O cabelo é formado por duas partes distintas: a haste e a raiz. A haste
constitui a parte visivel do cabelo e é formada por células queratinizadas. Em corte
longitudinal distinguem-se trés porcdes diferenciadas designadas por medula, cortex
e cuticula. A raiz atravessa toda a zona da epiderme e insere-se profundamente na
derme ou hipoderme através do foliculo piloso. Junto ao foliculo piloso se situa o
orificio de excrecdo da glandula sebacea. O produto de excrecdo dessa glandula é o
sebo que desempenha papel importante na lubrificagdo do cabelo e impede a sua
desidratacdo. Entretanto, quando a producdo de sebo € excessiva o cabelo torna-se
oleoso, podendo ser prejudicial (PRISTA et al., 1995). Entre as doencas
relacionadas ao aumento da oleosidade pode-se citar a dermatite seborréica, pitiriase
versicolor e a caspa, sendo que o cetoconazol € bastante empregado no tratamento

destas infecgoes.
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3.3. Pitiriase versicolor e dermatite seborréica

Pitiriase versicolor e dermatite seborréica sdo doencas da pele muito comuns.
Pitiriase versicolor ¢ uma doenca flngica superficial cronica, usualmente localizada

na parte superior do tronco e bragos, e no pesco¢o (FAERGEMANN, 2000).

A lesdo é caracterizada por uma descamagcéo, entretanto uma lesdo extensa
pode ser evidenciada como uma mancha hipopigmentada ou hiperpigmentada. E
reconhecido que o microrganismo causador da pitiriase versicolor € a Malassezia

spp, que é um comensal da pele humana normal (GUPTA et al., 2002).

A Malassezia apresenta sete espécies da levedura lipofilica: Malassezia
furfur (Pityrosporum orbiculare, Pityrosporum ovale e Malassezia ovalis), M.
pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. restricta, M. slooffiae e M. obtusa.
M. furfur h4 muito tempo tem sido identificada como causador da pitiriase
versicolor, entretanto estudos recentes indicam que M. globosa pode estar envolvida
na patogenia da doenca (ERCHIGA et al., 2000).

Fatores enddgenos e exoOgenos estdo relacionados ao aparecimento da
doenca. Entre os fatores exdgenos pode-se citar alta temperatura e umidade, por iSso
€ mais comum nos paises tropicais. Entre os fatores enddgenos pode-se citar
hiperidrose, imunodeficiéncia, fatores hereditarios e pele muito oleosa; por isso a

doenca é mais comum em adolescentes e adultos jovens (FAERGEMANN, 2000).

A dermatite seborréica é uma desordem dermatoldgica comum. A etiologia
da doenca € pouco conhecida. Alguns autores focalizam o papel da Malassezia
furfur no desenvolvimento da dermatite seborréica (GUPTA et al., 2004).
Entretanto, muitos fatores tém sido citados como possiveis contribuintes para o
desenvolvimento da doenca: fatores hormonais (nivel de sebo), nutricionais e
imunolégicos (GUPTA e BLUHM, 2004).

O nome “dermatite seborreica” significa uma inflamacéo oleosa da pele. No

entanto, a doenca € muito mais complexa do que o nome sugere, pois estudos
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demonstraram que a pele de pacientes com dermatite ndo é necessariamente mais
oleosa do que individuos ndo afetados pela doenca. Dermatite seborréica é
caracterizada por uma aparéncia avermelhada, com descamacdo de areas da pele
mais oleosas, mais comumente no couro cabeludo, orelhas, sobrancelhas e torax. A
relacdo entre dermatite seborréica do couro cabeludo e caspa ndo é clara, sendo que
alguns autores sugerem que a caspa é um termo mais genérico que se refere a uma
descamacdo do couro cabeludo sem considerar a etiologia da doenca (GUPTA e
BLUHM, 2004). Uma vez que o couro cabeludo geralmente é acometido, 0 xampu

¢ a forma farmacéutica de escolha para o tratamento destas infecgdes.

3.4. Xampus

O xampu, como produto de limpeza e higiene do cabelo, surgiu nos anos 20
nas mais diversas formas de apresentacdo. Decorridos varios anos do seu
surgimento, as formas primitivas praticamente desapareceram e deram lugar a
produtos mais sofisticados surgindo no mercado xampus com atividades especificas
como para o tratamento da caspa e xampus adequados a cabelos secos, oleosos e 0s
aconselhados para bebés, devido as caracteristicas suavizantes que apresentam
(PRISTA et al., 1995).

Os xampus liquidos sdo preparac@es fluidas ou levemente viscosas, de facil
aplicacdo, podendo ser transparentes ou opacos. A diversidade de matérias-primas
utilizadas para a producdo de xampus contribui para a obtencdo de diferentes tipos
de produtos. Em geral, nos xampus liquidos, além dos tensoativos que Sd0 0S
agentes de limpeza, sdo empregadas diferentes matérias-primas para complementar

a formulagao.

A detergéncia é uma propriedade dos tensoativos que Ihes permite remover a
gordura e as sujidades depositadas no cabelo. Os tensoativos apresentam grupos

lipofilicos, que apresentam afinidade pelas particulas a serem removidas, e
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hidrofilicos que tornam a molécula soltvel em agua ajudando a dispersar e remover
as sujidades. O balanco entre porcéo lipofilica e hidrofilica da molécula determina a
aplicacdo do tensoativo (WOLF et al., 2001). Os tensoativos sédo divididos em

quatro categorias principais de acordo com a porc¢éo polar que apresentam:
v" Tensoativos anidnicos

A porcdo polar dos tensoativos anidnicos é carregada negativamente. Em
geral, possuem Otimas propriedades detergentes e espumantes e sdo altamente
soliveis em agua. Os tensoativos mais utilizados sdo os sulfatos de alquila e éter
sulfatos de alquila e séo utilizados como sais de sodio, amodnio, monoetanolamina e
trietanolamina (BOUILLON, 1996). Além destes, uma grande variedade de
tensoativos anidnicos sdo utilizados como os sulfossuccinatos de alquila, éter
carboxilatos de alquila, sarcossinatos de alquila, entre outros, sendo que estes
apresentam maior suavidade, sendo recomendados para cabelos sensiveis;
entretanto, apresentam propriedades detergentes e espumantes menos eficazes
(BOUILLON, 1996, WILKINSON e MOORE, 1982).

v" Tensoativos catidnicos

A porcéo polar dos tensoativos catidnicos € carregada positivamente. Esses
tensoativos apresentam alta afinidade pelas fibras do cabelo transmitindo suavidade
ao mesmo; além disso possuem bom poder bactericida (BOUILLON, 1996). Estas
substancias, em geral, apresentam baixas propriedades de limpeza e s&o
incompativeis com tensoativos anidnicos. Pode-se citar como exemplos de
tensoativos cationicos: os sais de alquiltrimetilaménio, sais de alquildimetilamonio,
sais de alquildimetilbenzilaménio, sais de alquilpiridinio, entre outros
(WILKINSON e MOORE, 1982).

v" Tensoativos anféteros

Possuem em sua estrutura grupamento catiénico e aniébnico. Em pH 4acido

comportam-se como tensoativos catiénicos e em pH alcalino como tensoativos



Revisao bibliografica 17

anidnicos. Esses tensoativos, por possuirem baixas propriedades de limpeza e de
formacdo de espuma, em geral, sdo associados a outros tensoativos para a
preparacdo de xampus suaves, devido ao seu baixo grau de irritagdo. Os mais
utilizados em xampus sdo as betainas, sulfobetainas, derivados imidazolinicos,

alquilaminopropionatos, entre outros (BOUILLON, 1996).
v Tensoativos nao-ibnicos

Esses tensoativos ndo possuem porcdo polar nem carga elétrica na sua
estrutura. Geralmente s@o considerados 0s tensoativos mais suaves apresentando
boa dispersdo, emulsificacdo e propriedade detergente; entretanto seu uso é
limitado, pois possuem baixa capacidade de formacéo de espuma. Devido ao baixo
poder de irritacdo a pele sdo utilizados em associa¢do com os éter sulfatos de alquila
no desenvolvimento de xampus muito suaves. Como tensoativo ndo-iénico pode-se
citar as alcanolamidas e dialcanolamidas de &cidos graxos (monoetanolamida e
dietanolamida do acido laurico, monoetanolamida do &cido esteérico, dietanolamida
do acido oléico, monoetanolamida e dietanolamida dos &cidos graxos de coco),
derivados do polietilenoglicol, entre outros (PRISTA et al., 1995, WOLF et al.,
2001).

Além dos tensoativos, outras substancias sdo incorporadas aos xampus. Estes
compostos auxiliam a assegurar a estabilidade do produto acabado e garantem a sua
maior aceitabilidade por parte do consumidor, pois melhoram o aspecto estético das
formulacgdes. Na Tabela 2 encontra-se a relagdo dos principais componentes de uma

formulagdo de xampu.

E importante salientar que em formulages de xampu a agua € utilizada em
alta quantidade, pois é responsavel pela diluicdo do tensoativo, portanto a mesma

deve possuir qualidades microbioldgica e quimica adequadas.
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Tabela 2 — Relacdo das principais categorias de matérias-primas e respectiva acdo predominante
em formulacdes de xampu.

Categoria Exemplos Acdo predominante
Estabilizadores alcanolamidas de acido graxo aumentar o volume e a
de espuma (monoetanolamida e dietanolamida do qualidade da espuma e

acido laurico), polimeros (metilcelulose) estabilizar a mesma

Espessantes derivados da celulose (metilcelulose), alterar a viscosidade

eletrdlitos (cloreto de sodio), polimeros
carboxivinilicos (carbopol), gomas naturais,
alcanolamidas de acido graxo

Conservantes  imidazolidiniluréia, metil e propilparabeno, proteger da
formaldeido, dimetilidantoina contaminacgéo
microbiologica

Condicionadores silicone, proteinas hidrolisadas (queratina, doador de maciez e
coldgeno), derivados da lanolina, alcoois suavidade ao cabelo e
graxos (laurico, miristico e oléico) redutor da eletricidade
estatica
Opacificantes e alcoois graxos (cetilico e estearilico), melhorar a apresentacéo
clarificantes  alcanolamidas de acidos graxos (estearico), do produto final

ésteres (monoestearato de glicerila), 6xido
de zinco ou didxido de titanio

Quelantes EDTA e seus sais, capturar
acido tartarico ions presentes na agua
Acidulantes acido citrico, acido cloridrico, &cido latico diminuir pH

Fonte: BOUILLON, 1996, WILKINSON e MOORE, 1982.

Produtos aromatizantes e corantes também podem ser adicionados em
formulagbes de xampu. Os aromatizantes auxiliam a mascarar odores dos
tensoativos, transmitindo ao produto acabado um aroma agradavel. Os corantes sdo
utilizados para melhorar o aspecto de apresentacdo do produto. Algumas vezes,
estes produtos sdo adicionados para mascarar alguma alteragcéo que o produto sofre

com o passar do tempo como precipitacdo e alteracdo de cor (FERREIRA, 2002).

Além das matérias-primas ja citadas, muitos agentes podem ser adicionados

a formulacBes de xampu por possuirem acdo especifica, destinados a casos
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particulares do cabelo e couro cabeludo. Existem xampus para combater a caspa,
dermatite seborréica, pitiriase versicolor, infec¢bes bacterianas causadas por
Staphylococcus aureus, psoriase, entre outros. Segundo SHAPIRO e MADDIN
(1996), os farmacos antifungicos, dentre eles o cetoconazol, sdo amplamente
empregados em formulagdes de xampu, pois esses farmacos possuem mecanismo de

acao especifico, sendo capazes de controlar alteracdes no couro cabeludo.
3.5. Antifungicos
3.5.1. Historico

Até 1945, terapias ndo especificas como queratoliticos (acido salicilico) e
anti-sépticos (violeta de genciana) eram a base do tratamento topico de infeccdes
causadas por fungos. Em 1945, surgiu o é&cido undecilénico, um composto
insaturado com 11 carbonos, com acdo fungistatica. Entretanto, esse agente
apresentava odor rancoso desagradavel e necessidade do uso prolongado
(FREEDBERG et al., 2003).

Em 1950, a descoberta dos antibi6ticos poliénicos (anfotericina B e nistatina)
representou um avango na micologia médica. Apesar da anfotericina B ter
rapidamente se tornado o principal suporte na terapia de infecc@es sistémicas serias,
0 seu uso foi associado a diversos efeitos colaterais como nefrotoxicidade, por
exemplo. Um terceiro agente antifungico, a griseofulvina, foi descoberto em 1958 e
desenvolvido a partir do Penicillium griseofulvum (ESPINEL-INGROF,1996).

A flucitosina, analogo pirimidinico, foi sintetizada em 1957 e apresentou
limitada atividade contra determinados fungos. O tolnaftato (1964), pertencente a
classe dos tiocarbamatos, utilizado topicamente, teve seu uso essencialmente restrito
a infeccdes causadas por dermatéfitos (VANDEN-BOSSCHE et al., 2003).

A descoberta da atividade antifingica da naftidina, protétipo das alilaminas,

foi o ponto inicial para os estudos de relagdo estrutura-atividade resultando no
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desenvolvimento da terbinafina, uma alilamina com consideravel melhora das
propriedades antimicoticas (VANDEN-BOSSCHE et al., 2003).

A procura por novos antifangicos menos toxicos conduziu a descoberta dos
derivados imidazoOlicos. Em 1960, trés novos compostos de uso topico foram
introduzidos: clotrimazol, desenvolvido pela Bayer (Alemanha), miconazol e
econazol, ambos desenvolvidos pela Janssen Pharmaceutica (Bélgica)
(MAERTENS, 2004).

Em 1981, o FDA aprovou o cetoconazol, desenvolvido pela Janssen
Pharmaceutica, o primeiro composto imidazolico disponivel para tratamento oral de
infeccOes flngicas sistémicas. Por quase uma década, o cetoconazol foi considerado
o farmaco de escolha e Unico disponivel para tratamento oral de infeccGes
sisttmicas (ESPINEL-INGROF,1996).

A introducdo da primeira geracdo de triazois (fluconazol e itraconazol)
representou o segundo maior avango no tratamento de infecgdes flngicas. Apesar
do uso difundido, esses agentes tém importantes limitacdes clinicas relatadas como
0 surgimento de resisténcia e toxicidade. A fim de superar essas limitacdes,
diferentes analogos tém sido desenvolvidos. Pode-se citar a segunda geracdo de
triazGis (voriconazol, pozaconazol e ravuconazol) que possuem grande poténcia,
maior atividade contra resisténcia e atividade contra Aspergillus spp.
(LAVERDIERE et al., 2002; MAERTENS, 2004).

Atualmente existem muitos agentes topicos empregados no tratamento de
micoses superficiais. A terapia tOpica apresenta grandes vantagens sobre a
sistémica, dentre elas pode-se destacar a falta de efeitos adversos severos e de
interagcOes medicamentosas, facilidade do uso e 0 ndo monitoramento do paciente
com exames laboratoriais. Na Tabela 3 estdo apresentados alguns agentes tépicos
disponiveis para o tratamento de infec¢des fungicas superficiais e 0 seu mecanismo

de acdo.



Revisao bibliografica 21

Tabela 3 — Alguns agentes tdpicos disponiveis para tratamento de infec¢bes flngicas superficiais.

Classe / antifungico

Mecanismo de acao Referéncias

Derivados cetoconazol
imidazolicos clotrimazol
econazol
miconazol
climbazol
bifonazol
Alilaminas terbinafina
Hidroxipiridona  ciclopirox
olamina
rilopirox
Antibidticos nistatina
poliénicos
Tiocarbamatos tolnaftato
Corticosterodides desonida
Diversos acido
salicilico
sulfeto de
selénio
piritiona
zincica
alcatrdo
mineral

inibicdo da esterol 14-o.- HARDMAN e
desmetilase, prejudicando a sintese LIMBIRD, 1996
do ergosterol na membrana.

inibicdo da esqualeno-2,3- VANDEN-
epoxidase, prejudicando a sintese BOSSCHE et al.,
do ergosterol na membrana. 2003

inibicdo do transporte de substratos FREEDBERG et

essenciais para a célula, al., 2003
interferindo na sintese de
proteinas.
interacdo com os esterdis da VANDEN-
membrana, resultando em um BOSSCHE et al.,
aumento na permeabilidade da 2003
membrana.
inibicdo da esqualeno-2,3- FREEDBERG et
epoxidase, prejudicando a sintese al., 2003
do ergosterol na membrana.
reducdo da inflamagéo PIERARD-
FRANCHIMON
e PIERARD,
2002
acao queratolitica HARDMAN e
LIMBIRD, 1996

antiproliferativo JACKSON, 1996

antiproliferativo

JACKSON, 1996

acdo queratolitica, antiproliferativo JACKSON, 1996
e anti-séptico
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3.5.2. Cetoconazol

O cetoconazol (Figura 1) € um antifungico, pertencente a classe dos
imidazdis, que possui acdo sistémica e topica, podendo ser incorporado em diversas

formas farmacéuticas.

N
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Figura 1- Estrutura quimica do cetoconazol

O cetoconazol tem atividade contra infecgbes clinicas causadas por
Blastomyces dermatitidis, Candida sp., Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Phialophora sp., Trichophyton sp.,
Epidermophyton sp., Microsporum sp., Pityrosporum orbiculare (Malassezia
furfur) e Cryptococcus neoformans (KOROLKOVAS et al.,2003/2004).

O principal efeito dos imidazois sobre os fungos € a inibi¢do da esterol 14-o.-
desmetilase, um sistema enzimatico microssomal dependente do citocromo P450.
Portanto, o cetoconazol prejudica a biossintese do ergosterol na membrana
citoplasmatica e conduz ao acumulo de 14-o-metilesterdis. Esses metilesterdis
podem desagregar o arranjo compacto das cadeias aciclicas dos fosfolipidios e
prejudicar as funcbes de determinados sistemas enzimaticos ligados a membrana,
como a ATPase e enzimas do sistema do transporte de elétrons, inibindo,
consequentemente, o crescimento dos fungos (HARDMAN e LIMBIRD, 1996).
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Alguns dos efeitos colaterais do cetoconazol sdo ndusea, vomito, dor
abdominal, diarréia, hepatotoxicidade, cefaléia, tontura, exantema, prurido, ictericia,
ginecomastia, diminuicdo da libido, irregularidades menstruais, oligospermia,
irritacdo e ardor no local da aplicacdo, com a forma tépica (KOROLKOVAS et al.,
2003/2004).

3.5.2.1. Uso oral

HEERES e colaboradores (1979) descreveram a sintese e as propriedades
antifingicas do cetoconazol, que em baixas doses orais apresentou alta atividade

contra candidiase vaginal em ratas e contra candidiase cutdnea em porcos-da-india.

Ap0s a descoberta do novo antifungico, a eficacia do mesmo foi avaliada em
mulheres, no tratamento da candidiase vaginal. A cura foi obtida em 87,3 % das
pacientes e poucos efeitos colaterais foram relatados (BISSCHOP et al., 1979).
BORELLI e colaboradores (1979) demonstraram a eficacia do farmaco contra 10

fungos em pacientes com infec¢des fungicas sistémicas e superficiais.

O cetoconazol também foi avaliado no tratamento da dermatofitose,
demonstrando atividade superior a griseofulvina (LEGENDRE e STELTZ, 1980), e
no tratamento de histoplasmose e criptococose que em combinacdo com a
anfotericina B apresentou vantagem terapéutica quando comparado a monoterapia
(GRAYBILL et al., 1980).

Em 1981 o FDA aprovou o cetoconazol, para tratamento oral de infecgOes
fangicas sistémicas (ESPINEL-INGROF,1996). Depois disso, varios trabalhos

foram publicados avaliando a atividade e seguranca do farmaco.

VAN CUTSEN (1983) investigou a atividade in vitro e in vivo do
cetoconazol contra 715 fungos pertencentes a 85 espeécies. O farmaco demonstrou

ser altamente ativo in vitro e possuir amplo espectro de atividade. Segundo COX e
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colaboradores (1982) o farmaco apresentou grande potencial terapéutico na

dermatomicose.

Alguns artigos relataram que o cetoconazol tem atividade sobre outras
doencas que ndo sdo causadas por fungos. Baixa dose de cetoconazol mostrou ser
efetiva no tratamento do hirsutismo, apresentando pequeno numero de efeitos
colaterais, mas ainda ficando reservado como alternativa de escolha devido a
hepatotoxicidade (GOKMEN et al., 1996). O farmaco também mostrou ser efetivo
no tratamento de cancer de prdéstata, pois em altas doses pode diminuir rapidamente
o nivel de testosterona (TRACHTENBERG et al., 1983).

Estudos que compararam a carga viral do VIH em pacientes tratados com
saquinavir isolado ou associado com cetoconazol mostraram que pacientes que
receberam 0 regime combinado apresentaram maior queda na carga viral. Os
resultados indicaram que a combinagédo cetoconazol mais saquinavir requer maiores
estudos (JORDAN, 1998).

A adigdo de baixas doses de cetoconazol a ciclosporina no tratamento de
pacientes renais e cardiacos transplantados produziu efeitos favoraveis na funcéo do
6rgdo transplantado, diminuindo o numero de infec¢bes cutaneas fungicas, as taxas
de rejeicdo e as necessidades de ciclosporina. O farmaco interage com ciclosporina
atraves do citocromo P450, conduzindo a inibicdo do metabolismo de ciclosporina
aumentando o seu nivel no sangue (KEOGH et al., 1995; SOBH et al., 1995;
GERNTHOLTZ et al., 2004).

E importante salientar que, em 1983, HENNING e colaboradores
descreveram um caso importante de efeito colateral do cetoconazol, quando o
farmaco induziu hepatite em um paciente. Atualmente, recomenda-se que 0 médico
solicite exames clinicos da funcdo hepatica durante o tratamento (2 semanas ap6s 0

inicio do tratamento e ap6s com intervalos mensais).
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3.5.2.2. Uso topico

Um aumento na producdo de sebo pode estar relacionado ao aparecimento de
infeccbes no couro cabeludo. O xampu de cetoconazol é bastante utilizado no
tratamento da dermatite seborréica, caspa e pitiriase versicolor sendo que diversos

autores avaliaram a eficacia do farmaco.

Para CARR e colaboradores (1987), o cetoconazol topico mostrou ser uma
terapia efetiva e adequada para dermatite seborréica no couro cabeludo, para longo
tempo de tratamento, observando uma melhora significativa na descamacdo e
prurido. Segundo FAERGEMANN (1990), trinta e seis pacientes com dermatite
seborréica no couro cabeludo e com cultura positiva para Pityrosporum ovale foram
tratados com xampu de cetoconazol duas vezes por semana durante um més; 89 %
dos pacientes tornaram-se livres das lesdes ou melhoraram. Os pacientes acharam o

xampu efetivo, facil de usar e cosmeticamente atrativo.

Pacientes com dermatite seborréica no couro cabeludo foram tratados duas
vezes por semana com xampu de cetoconazol a 2 % durante um més. Avaliagdes
clinicas foram feitas antes e ap0s o tratamento sendo observado uma melhora na
severidade da doenca (DOBREV e ZISSOVA, 1997).

O xampu de cetoconazol a 2 %, além de ser efetivo no tratamento da
dermatite seborréica, demonstrou ser efetivo no tratamento da caspa. GO e
colaboradores (1992) realizaram um estudo duplo-cego com 176 pacientes com
caspa. O xampu foi aplicado duas vezes por semana obtendo bons resultados em
80 % dos pacientes apds quatro semanas. Segundo PETER e RICHARZ (1995), o
xampu foi efetivo no tratamento da caspa, bem como na prevencdo de recidivas

quando, apos a remissao, foi usado profilaticamente uma vez por semana.

PIERARD-FRANCHIMONT e colaboradores (2001) compararam xampu de

cetoconazol a 1 % e 2 % no tratamento da caspa. O xampu de cetoconazol a 2 %



Revisao bibliografica 26

mostrou superior eficacia, além do que mostrou apresentar menores chances de

recaidas.

Alguns trabalhos também relataram a eficacia do cetoconazol no tratamento
da pitiriase versicolor. Com o objetivo de avaliar a eficdcia do xampu de
cetoconazol a 2 %, usado como aplicacdo Unica ou diariamente por 3 dias, no
tratamento da pitiriase versicolor, foi realizado um estudo em pacientes com a
infeccdo micologicamente confirmada. Observou-se que o xampu foi mais eficaz
que o placebo. As respostas clinicas foram 73 %, 69 % e 5 % para aplicacdo durante
3 dias, 1 dia e placebo, respectivamente. Sendo assim, cetoconazol a 2 % usado
como aplicagdo Unica ou diariamente por trés dias, mostrou-se seguro e efetivo no

tratamento da pitiriase versicolor (LANGE et al., 1998).

O xampu de cetoconazol a 2 % foi avaliado como monoterapia no tratamento
da tinha capitis. Dezesseis criangas com a infeccdo causada pelo Trichophyton
tonsurans foram tratadas diariamente por 8 semanas. O xampu reduziu o nimero de
artroconideas reduzindo desta forma a transmissdo e o contagio da doenca. A cura
foi obtida em 33 % das criancas (GREER, 2000).

Apos revisdo de literatura, foram encontrados diversos trabalhos relatando as
comparacOes das atividades in vitro e in vivo do cetoconazol com outros

antifingicos amplamente empregados na terapéutica.

Segundo NENOFF e HAUSTEIN (1994) o cetoconazol e o itraconazol
apresentaram melhor atividade contra o Pityrosporum utilizando técnica de diluigdo
em &gar. A atividade de clotrimazol, cetoconazol, miconazol e sertaconazol foi
testada contra Malassezia furfur por técnica de diluicdo em &gar. A eficacia das
formulagbes topicas foi avaliada na pele de porcos-da-india infectados com M.
furfur. O mais potente inibidor in vitro foi o cetoconazol, apresentando uma
concentracdo inibitdria minima (CIM) de 0,51 ug/ml. Os experimentos envolvendo
animais foram realizados por trés dias consecutivos de tratamento topico e

demonstraram que o cetoconazol a 2 %, em creme ou xampu, reduziu a lesao severa
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causada por M. furfur (VANGERVEN e ODDS, 1995). Para SQUIQUERA e
colaboradores (1996) o cetoconazol também provou ser o farmaco mais efetivo na

inibicdo do crescimento de Pityrosporum ovale.

A atividade in vitro do cetoconazol, miconazol, econazol, fenticonazol,
itraconazol e fluconazol foi avaliada contra a Malassezia furfur isolada de lesdes de
pitiriase versicolor. Os resultados mostraram que todos os farmacos apresentam boa
atividade, e cetoconazol e itraconazol parecem ser os mais ativos (STRIPPOLI et
al., 1997). Avaliou-se a atividade in vitro de fluconazol, itraconazol e cetoconazol
contra 30 isolados clinicos de S. cerevisiae por método de microdiluicdo em caldo,
seguindo recomendacdes do National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Foram detectados elevadas CIM para os trés azdis testados (BARCHIESI
et al., 1998).

Foi detectada a concentracdo inibitéria minima de alguns antifingicos para
varias especies de Candida. Para o cetoconazol foram encontradas concentragdes
variando de 0,03 a 0,5 ug/ml (DUROVICOVA et al., 2001).

SQUIRE e GOODE (2002) compararam a eficicia terapéutica de xampu
contendo ciclopirox olamina 1,5 % e acido salicilico 3 % e xampu Nizoral®
(cetoconazol 2 %). Os xampus foram usados nos pacientes trés vezes por semana
durante quatro semanas. O estudo demonstrou que ambas as formulagdes foram

eficazes e seguras no tratamento da caspa e dermatite seborréica.

3.5.2.3. Métodos para determinacéo do cetoconazol

O cetoconazol apresenta monografias na USP 28 (2005) e Ph. Eur. (2002) no
que se refere a matéria-prima. A USP 28 (2005) também apresenta monografias do
farmaco nas formas comprimidos e suspensdo oral. Para a forma farmacéutica

xampu ndo existem metodologias em cddigos oficiais.
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Segundo a USP 28 (2005), a determinacdo do teor de cetoconazol matéria-
prima é feita através de volumetria em meio ndo-aquoso com determinacéo
potenciométrica do ponto final. Para comprimidos contendo cetoconazol a
determinacdo é feita através de CLAE com fase mdvel diisopropilamina-metanol
(1:500) / acetato de amonio (1:200) (7:3) e detector em A 225 nm. A suspenséo oral
de cetoconazol é avaliada por CLAE com a seguinte fase mével: 2,55g de sulfato de

tetrabutilamoénio em 750 ml de agua e 250 ml de acetonitrila.

Diferentes métodos analiticos para quantificacdo do cetoconazol,

principalmente em fluidos biologicos e comprimidos foram citados na literatura.

Métodos espectrofotométricos na regido do visivel foram descritos para o
doseamento do cetoconazol. SADEGHI e SHAMSIPUR (1998) desenvolveram um
método para determinagdo do cetoconazol em comprimidos, creme e amostras de
soro. O método consiste na extracdo do farmaco com acido picrico pH 2,5 e
cloroformio, seguido de detecgdo a 410 nm. Segundo KELANI e colaboradores
(1997), a quantificacdo de derivados piperazinicos, entre eles o cetoconazol na
forma de comprimidos, foi aplicada com sucesso. Fez-se reacdo do farmaco com
2,3-dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona e determinagéo da absorvancia do produto
colorido formado em 588 nm. Os resultados foram comparados com a metodologia

oficial.

O doseamento do cetoconazol, através de espectrofotometria na regido do
ultravioleta, também foi descrito. Os autores desenvolveram, para a determinacéo
do farmaco em comprimidos e cremes, um método onde a amostra foi dissolvida em
acido cloridrico 0,01 M e detectada em comprimentos de onda de 222 nm e 269 nm
(KEDOR-HACKMANN et al., 1994). Método baseado na formacdo de um
complexo do farmaco com iodo foi desenvolvido. O produto formado apresentou
duas absor¢Bes maximas a 290 e a 377 nm. As leituras foram feitas a 290 nm. O

método mostrou-se rapido, simples e sensivel (EL-SHABOURI et al., 1998).
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ABOUNASSIFE e EL-SHZLY (1989) determinaram o cetoconazol
(substdncia ativa) e na forma farmacéutica comprimidos por titulacéo
potenciométrica em meio ndo-aquoso, e por RMN-'H. Foram obtidos resultados

com boa exatid&o, preciséo e sensibilidade.
Alguns trabalhos utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram

encontrados. Na Tabela 4 estdo apresentados os resumos de algumas técnicas.

Tabela 4 — Resumos dos métodos utilizados para a determinacdo do cetoconazol por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em formas farmacéuticas.

Forma
Coluna Fase Movel Deteccdo  Farmacéutica Autor
uBondapak C18  metanol : agua: ac. UV (242 nm) comprimidos AL-
10 um acetico MESHAL,
(10 cm x 8 mm) (67,5:32:0,5) 1989
LiChrospher 100  diisopropilamina: UV (225 nm) comprimidose  KEDOR-
C185 um metanol 1:500 / creme HACKMANN
(125 x 4 mm) acetato amonio : etal., 1994

agua 1:200 (8:2)

Bondapak acetonitrila : tampdo UV (260 nm) comprimidose  ABDEL-

C18 10 um fosfato (55:45) creme MOETY
(25 cm x 4,6 mm) pH 7,0 et al., 2002
LiChrosorb metanol-acetato de UV (225 nm) comprimidose VELIKINAC
C18 amonio 0,5 % creme etal., 2004
5um (250 x 4 mm) (80:20)

Apbs extensa revisdo da literatura, encontraram-se poucos trabalhos para a
determinacdo do farmaco na forma farmacéutica xampu. HEYDEN e colaboradores
(2002) desenvolveram e validaram um método de CLAE para a determinacdo
simultanea de cetoconazol e formaldeido em xampu. Foi utilizado coluna
Interchrom Nucleosil C8, 5 um (250 x 4,6 mm) e fase movel constituida por

acetonitrila : tampdo fosfato de sodio 0,025 M, (45:55) e pH 4,0. A determinacédo do
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cetoconazol foi feita a 250 nm e o formaldeido foi determinado a 345 nm. Segundo
0s autores, as duas substancias em analise puderam ser determinadas com bons

resultados.

Um método de CLAE para a determinacdo simultanea de cetoconazol e
formaldeido em xampu, utilizando colunas pequenas, foi desenvolvido. As colunas
utilizadas foram Zorbax SB C8 (75 x 4,6 mm) 3,5 um e Discovery C8 (50 x
4,6 mm) 5 um. A fase mdvel foi constituida por acetonitrila : tampéo fosfato de
sodio 0,01 M (45:55). O pH final foi ajustado com &cido fosférico para 4,0. O fluxo
empregado foi de 1 ml/min e a detecgéo foi feita a 250 nm para o cetoconazol e 345
nm para o formaldeido. O método foi validado para as duas colunas pequenas
utilizando a coluna original como referéncia. A reducdo no tempo de analise é uma

vantagem na utilizacdo destas colunas (NGUYET et al. 2003).

3.5.2.4. Estabilidade

No produto acabado, a estabilidade pode ser definida como “a capacidade
que o produto tem, num determinado periodo de tempo, do inicio ao final da sua
vida util, e numa embalagem determinada, de manter as mesmas propriedades e
caracteristicas que tinha no momento em que finalizou a sua preparacdo” (D’LEON,
2001). Os tipos de estabilidade séo:

v" quimica: propriedade de conservar a concentracdo da substancia ativa;

v’ fisica: propriedade de reter as caracteristicas fisicas como odor, cor,

consisténcia;

v" microbiolégica: propriedade de conservar, de forma inalterada, suas

caracteristicas microbioldgicas;

v" toxicoldgica: propriedade de ndo aumentar seu potencial toxico, além do

nivel apresentado no momento da sua preparacao.
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Ap0s a preparacdo do xampu de cetoconazol, observa-se que o produto sofre
algum tipo de alteracdo, pois 0 mesmo adquire coloracdo avermelhada muito
rapidamente (STAUB et al., 2002). Essa alteracdo sugere que o produto ndo é
estavel e que o mesmo forma produtos de degradacdo. Um grande problema da
instabilidade de uma formulacdo € a diminuicdo no teor da substéncia ativa e a

possivel formacdo de produtos toxicos de degradacao.

Apbs revisdo de literatura sobre a estabilidade do farmaco, foi possivel

encontrar alguns artigos sugerindo a instabilidade do produto frente a luz.

Segundo KUMMER e colaboradores (1991), solucdes etanolicas de
cetoconazol (2,5 e 5,0 ug/ml) mostraram-se estaveis por um periodo de 28 dias.
Foram analisadas solucBes armazenadas em presenca da luz ou ao abrigo da luz
assim como a agdo da temperatura sobre as solugdes (temperatura ambiente e
refrigeracdo a 8 °C). Os resultados apresentados ndo demonstraram diferenca

significativa, indicando estabilidade do cetoconazol em solucao etandlica.

Entretanto, THOMA e KUBLER (1996c) compararam a fotoestabilidade de
antimicoticos azolicos. Apesar de suas estruturas serem semelhantes, o0s
pesquisadores relataram que existem diferencas na estabilidade fotoquimica. Em
particular, cetoconazol e terconazol mostraram-se fotolabeis. A instabilidade
fotoquimica foi considerada em solu¢do metandlica e tambem com o farmaco no
estado solido. Por outro lado, clotrimazol, nitrato de econazol e miconazol

resistiram a degradacé&o fotolitica.

ALLEN e ERICKSON (1996) avaliaram a estabilidade do cetoconazol em
liquidos orais (20 mg/ml). Seis frascos foram preparados, sendo que trés foram
armazenados a 5 °C e trés a 25 °C, todos no escuro. As amostras foram analisadas
por um periodo de 60 dias, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia. O
farmaco mostrou ser estavel por 60 dias, armazenado ao abrigo da luz, a5 °C e a

25 °C nos liquidos orais analisados.



Revisao bibliografica 32

O xampu de cetoconazol 2 % foi avaliado apds exposicdo a luz visivel. A
determinacdo foi feita através de espectrofotometria na regido do ultravioleta,
detectando-se alteracdo do espectro a partir do decimo quinto dia, o que fez
pressupor alteracdo na formulacdo (HEPP, 1999).

Foi avaliado o emprego de antioxidantes (vitamina E e BHT), e seu
desempenho como agente promotor de estabilidade de preparacbes (creme e
xampu), que continham cetoconazol, avaliando-se as caracteristicas organolépticas
(aspecto, cor, odor) e o teor de cetoconazol através de espectrofotometria na regiao
do ultravioleta. As amostras foram armazenadas a 10, 25 ou 50 °C, sendo avaliadas
nos tempos 0, 30 e 85 dias. Para as amostras na forma de creme, armazenadas a
baixa temperatura, todos o0s sistemas permaneceram inalterados. Nas amostras a
temperatura ambiente ficou evidenciada a importancia da presenca de antioxidantes
para diminuir a queda no teor de cetoconazol. Porém, na analise visual todos 0s
sistemas apresentaram-se normais quanto ao aspecto, cor e odor. Possivelmente, o
fato das amostras permanecerem fechadas e ao abrigo da luz tenha propiciado a
estabilidade na sua cor durante os 85 dias de teste. Na estufa ocorreram varia¢fes na

cor, sugerindo que o antioxidante BHT foi mais eficiente (TONON et al., 1999).

A estabilidade do cetoconazol em meio aquoso foi avaliada por SKIBA e
colaboradores (2000) em funcdo do pH, antioxidantes e concentracdo do farmaco.
Achou-se que o cetoconazol foi menos estdvel em pH 1,0 numa faixa de valor
avaliada de 1,0 a 9,0. A quantidade de cetoconazol teve pequena influéncia no
mecanismo de degradacdo, e o aumento de butilidroxitolueno (BHT) de 0,05 a
0,4 % pareceu melhorar a estabilidade do cetoconazol, em formulagbes aquosas,

particularmente em pH 1,0.
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4.1. DESCRICAO GERAL
Nome genérico: cetoconazol (Figura 1)

Nome quimico: 1-acetil-4-{4-[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazolil-1-metil)-

1,3-dioxolanil-4-metoxi]fenil } piperazina
CAS: 65277-42-1
Férmula quimica: CysH,gCIoN,O4
Massa molecular: 531,43
Faixa de fusdo: 148 — 152 °C (USP 28, 2005)

Propriedades fisico-quimicas: p6 branco ou quase branco. Praticamente
insolavel em agua, parcialmente soltvel em alcool, solavel em alcool metilico,
bastante solivel em diclorometano ( REYNOLDS, 1996).

Categoria: antifungico
Classe: imidazol

pKa: 2,9 e 6,5 (FOYE et al., 2002)

4.2. SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA (SQR)

Foi utilizado cetoconazol, substadncia quimica de referéncia, com teor
estimado em 98,8 % e identificado pelo nimero de lote 0100005564, cedido pelo

laboratorio Stiefel (Sao Paulo, Brasil).
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4.3. MATERIA-PRIMA

Foram utilizadas duas matérias-primas no desenvolvimento do trabalho.
Cetoconazol (Galena) n° de lote 01000029, validade 01/06 denominado Cetol e
Cetoconazol (DEG) n° de lote 3CGS010, validade 10/05 denominado Ceto2.

4.3.1. Analise gualitativa da matéria-prima

4.3.1.1. Caracteristicas organolépticas

As duas amostras de cetoconazol e a substancia quimica de referéncia foram

avaliadas visualmente quanto ao aspecto, cor e odor apresentados pelo farmaco.

4.3.1.2. Determinacéo do ponto de fuséo

A faixa de fusdo foi determinada nas matérias-primas Cetol e Ceto2,
utilizando equipamento METTLER TOLEDO modelo FP90.

Uma pequena quantidade de amostra foi transferida para 3 tubos capilares.
Os capilares foram introduzidos verticalmente no equipamento, e determinada sua

faixa de fusao.

4.3.1.3. Rotacao especifica

As matérias-primas foram submetidas a avaliacdo polarimétrica para
determinacdo da rotacdo especifica, de acordo com o preconizado pela USP 28
(2005). Para tanto, foram dissolvidos 400 mg de Cetol e de Ceto2 em 10 ml de
metanol, respectivamente Solucéo teste 1 e 2. A rotacdo especifica das amostras foi
determinada com auxilio de polarimetro PERKIN ELMER 341. Foram feitas cinco

medidas e calculou-se a média dos valores obtidos.
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Para o calculo do poder rotatorio especifico utilizou-se a equacao 1:

[O(,] 20D: ol/cl

Equacéo 1

onde: o = angulo de rotacéo
¢ = concentracdo da amostra em g/mi

| = comprimento do tubo (dm)

4.3.1.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram dissolvidos 30 mg de Cetol, Ceto2 e SQR em 3 ml de cloroférmio
respectivamente (Solucéo teste 1, 2 e Solugdo padr&o). Diluiu-se uma porgao da
Solucdo padréo até obter concentracdo de 1 mg/ml, sendo esta denominada Solugcéo

padréo diluida.

Foram aplicados, separadamente, 10 ul das Solugbes padréo, teste 1 e teste 2
e 2 ul da Solucédo padréo diluida, com auxilio de capilar, em linha horizontal. A
aplicacéo foi feita 1,5 a 2 cm acima do bordo inferior e com distancia entre elas de

1 cm. O cromatograma foi desenvolvido até 7 cm acima do ponto de aplicacéo.

Foram utilizadas placas de gel de silica 60 F,5, Merck como fase estacionaria
e o sistema eluente foi constituido de uma mistura de n-hexano, acetato de etila,
metanol, 4gua e acido acético glacial (42:40:15:2:1 V/V/IVIVIV). O cromatograma
foi desenvolvido em cuba ndo saturada com o sistema eluente e revelado através da
exposicao a vapores de iodo e a luz ultravioleta 254 nm, respectivamente (USP 28,
2005).
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4.3.1.5. Espectrofotometria de absorcéo na regido do infravermelho

Os espectros foram obtidos, com auxilio de espectrofotdbmetro de
infravermelho SHIMADZU FTIR, modelo 8001, pesando 1,5 mg de cetoconazol
SQR e cetoconazol matéria—prima (Cetol e Ceto2), em pastilhas de 150 mg de

brometo de potassio dessecado.

4.3.1.6. Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Foram tracados espectros de absor¢do na regido de 200-400 nm, utilizando-se
equipamento SHIMADZU UV-1601 PC, empregando cubetas de quartzo de 1 cm
de percurso Optico. As amostras e o padrdo foram solubilizados em metanol com

concentracdo final de 10 ug/ml.

4.3.1.7. Perda por dessecacgao

Foi dessecado 1 g de cada matéria-prima (Cetol e Ceto2), em pesa-filtro, em

estufa a vacuo, por um periodo de 4 h e com temperatura de 80 °C (USP 28, 2005).

4.3.2. Analise quantitativa da matéria-prima

4.3.2.1. Volumetria em meio ndo-aquoso

Cetol e Ceto2 foram quantificadas por volumetria em meio n&o-aquoso,
segundo USP 28 (2005). Dissolveram-se exatamente cerca de 200 mg de
cetoconazol previamente dessecado, em 40 ml de &cido acético glacial. Titulou-se
com 4cido perclérico 0,1 M SV e o ponto de equivaléncia foi determinado
potenciometricamente. Cada ml de acido perclorico 0,1 M SV equivale a 26,57 mg

de C,,H,5CI,N4,O,4. Procedeu-se ensaio em branco.
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Os ensaios para cada matéria-prima foram realizados em triplicata e 0s

desvios padroes relativos (DPR) foram calculados. Para a correcdo do volume gasto

da solucdo titulante, em funcdo da diferenca entre as temperaturas de padronizacao

do acido perclérico e do doseamento, fez-se uso da equacdo 2 (KOROLKOVAS,

1984):

Ve=V[1+(t—t).00011]

onde V¢ = volume corrigido

V = volume gasto

Equacéao 2

t;= temperatura ambiente por ocasido da padronizagéo do titulante

t, = temperatura ambiente por ocasido do doseamento

0,0011= coeficiente de expansdo cubica do acido acético glacial

4.4 FORMAS FARMACEUTICAS

Para o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos e posterior estudos

de fotoestabilidade do farmaco foram utilizadas duas formulacdes comerciais de

xampu, uma formulacdo de xampu desenvolvida e preparada no laboratorio e uma

solucdo metandlica de cetoconazol. Todas as formulagdes utilizadas apresentavam a

mesma concentracdo de cetoconazol (2 %).

4.4.1. Xampu de cetoconazol 2 % preparado no laboratdrio (Xb-Ceto)

4.4.1.1. Preparo do xampu base (Xb)

Os constituintes da formulacgéo estéo citados abaixo:

v Lauril éter sulfato de sodio 40%
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v Dietanolamida de &cido graxo de coco 2%
v Metilparabeno 0,2 %

v Cloreto de sddio 2%

v Agua gsp

Adicionou-se, mediante agitacdo, lauril éter sulfato de sddio, dietanolamida
de &cido graxo de coco e metilparabeno (solubilizado em &lcool etilico) até
obtencdo de um produto homogéneo. Dissolveu-se o cloreto de sédio na agua e
adicionou-se a mistura anteriormente obtida. A formulacdo foi feita com agitacdo

até obter um produto final homogéneo.

4.4.1.2. Preparo do xampu de cetoconazol 2 % (Xb-Ceto)

Pesaram-se 2 g de cetoconazol, seguindo-se a solubilizacdo do farmaco em
HClI M e adicdo de 100 ml de xampu base (item 4.4.1.1.). Apoés, fez-se a
homogeneizagdo da formulacdo, com auxilio de um bastdo. O pH final do xampu
foi ajustado com NaOH M até 5,5, medido em potencidmetro DIGIMED DMPH-2.

A formulacdo foi preparada ao abrigo da luz.

A formulacdo utilizada para desenvolvimento e validacdo dos métodos, foi

armazenada em frasco plastico opaco, e mantida ao abrigo da luz.

4.4.2. Xampu comercial de cetoconazol 2% (Form1 e Form?2)

Foram adquiridas duas formulaces de diferentes industrias farmacéuticas
que foram denominadas Forml e Form2. As amostras foram escolhidas, pois a
Form1l é o medicamento de referéncia e a Form2 é medicamento genérico. Os

constituintes das formulag6es estdo descritos abaixo:
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Forml

v Concentracdo: cetoconazol 20 mg/g

v Quantidade de xampu no frasco: 100 ml
v Frasco de comercializacéo: branco opaco
v Fabricacéo: abril/03

v Validade: abril/05

v Obs: conservar protegido da luz

v Composicdo: sulfato sodico de lauril-poliglicol-éter, lauril-poliglicol-éter
sulfosuccinato sédico, dietanolamida de acido laurico, miristico, palmitico,
estearico e oléico, laurdiménio de coladgeno hidrolisado, dioleato de macrogol-120
metil glicose, perfume buqué, imiduréia, acido cloridrico, eritrosina sédica e agua
purificada.

Form2

v Concentragdo: cetoconazol 20 mg/g

v Quantidade de xampu no frasco: 110 ml
v Frasco de comercializacdo: branco opaco
v Fabricacédo: agosto/03

v Validade: agosto/05

v Obs: conservar protegido da luz

v Composicédo: lauril éter sulfato de sodio, lauril éter sulfosuccinato de
sodio, dietanolamida do acido graxo de coco, trioleato de metil glicose, hidroxi-

propillaurildiamdnio de colageno hidrolisado, cloreto de sddio, imidazolinidil uréia,
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acido cloridrico, hidroxido de sodio, fragrancia, corante vermelho Ponceaux 4R e

agua deionizada.

4.4.3. Solucdo metandlica de cetoconazol 2 % (Sol-ceto)

Para a preparacdo da solucdo metandlica pesaram-se 2 g de cetoconazol e
apos adicionaram-se 100 ml de alcool metilico p.a.

4.5. ANALISE DAS FORMAS FARMACEUTICAS

45.1. Analise gualitativa

4.5.1.1. Caracteristicas organolépticas

As amostras de xampu (Xb-ceto, Form1 e Form2) e solucdo (Sol-ceto) foram
analisadas quanto ao aspecto de cor e odor para posterior comparacdo durante o
estudo de estabilidade.

4.5.1.2. Determinacdo da densidade

A densidade relativa do Xb-ceto, Form1 e Form2 foi determinada através de
picndémetro. Primeiramente, fez-se a calibracdo do mesmo, para tanto determinou-se
a massa do picnémetro vazio e a massa do seu conteddo com &agua, recentemente
destilada, a 20 °C. Apods, colocou-se 0 xampu no picndmetro, removeu-se 0 eXCesso
da substancia e pesou-se. O peso da amostra, assim como o peso da agua, foi obtido
atraves da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio. O quociente entre a
massa da amostra liquida e a massa da &gua, é a densidade relativa. (F. Bras. 1V,
1988).
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4.5.1.3. Determinacéo do pH

Fez-se a determinacdo do pH das formulacdes comerciais (Forml e Form2)
com auxilio de potenciémetro DIGIMED DMPH-2.

4.5.1.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para as amostras na forma farmacéutica xampu (Xb-ceto, Form1 e Form2)
foi necessaria a extracdo do farmaco com auxilio de solvente, para apos ser efetuada
a CCD. Para tanto, adicionaram-se em um funil de separacdo 1,25 ml de xampu e
10 ml de uma solucdo aquosa contendo NaCl. Apés adicionaram-se 10 ml de
diclorometano, agitou-se vigorosamente e aguardou-se até a separacdo total das
duas fases. Recolheu-se a camada orgéanica (inferior) em um frasco opaco. Apo6s
adicionaram-se, novamente, 10 ml e, por fim, 5 ml de diclorometano no funil de
separacdo e procedeu-se como anteriormente. A concentracdo final obtida para o

cetoconazol foi de aproximadamente 1 mg/ml.

A Solucéo padrédo foi obtida dissolvendo-se 3 mg de cetoconazol SQR em
diclorometano. Apds, diluiu-se uma porcdo da Solucdo padrdo até obter

concentracdo de 0,1 mg/ml sendo esta a Solucéo padréo diluida.

Aplicaram-se, separadamente, 10 ul das SolucGes padrdo e padréo diluida e
10 pl das amostras (Xb-ceto, Forml1 e Form2) extraidas do xampu, com auxilio de

capilar, em linha horizontal.

Para a solucdo metanolica de cetoconazol a 2 % (Sol-ceto) ndo foi feita
diluicdo para a aplicacdo na placa, sendo aplicados 2 ul da amostra diretamente na

placa.

A aplicacéo foi feita 1,5 a 2 cm acima do bordo inferior e com distancia entre
elas de 1 cm. O cromatograma foi desenvolvido até 7 cm acima do ponto de

aplicacdo em placas de gel de silica 60 F,5; Merck como fase estacionaria. O
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sistema eluente constituido de uma mistura de n-hexano, acetato de etila, metanol,
agua e &cido acético glacial (42:40:15:2:1 V/IVIVIVIV). O cromatograma foi
desenvolvido em cuba ndo saturada com o sistema eluente e revelado através da
exposicdo a vapores de iodo e a luz ultravioleta 254 nm, respectivamente (USP 28,
2005).

4.5.2. Analise guantitativa

Para posterior estudo da fotoestabilidade do cetoconazol, desenvolveram-se e
validaram-se dois métodos para determinacdo do teor do farmaco nas formulacdes:

cromatografia liquida de alta eficiéncia e ensaio microbioldgico.

4.5.2.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Através de testes preliminares foram determinados os parametros ideais para
0 desenvolvimento e validacdo do método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a determinacdo do cetoconazol nas seguintes formulacdes: Xb-ceto,

Forml e Form2.

4.5.2.1.1. Reagentes

Foram utilizados reagentes grau CLAE e a agua foi obtida por sistema
Millipore®.



Material e métodos 45

4.5.2.1.2. Equipamento

As analises foram realizadas em cromatografo a liquido de alta eficiéncia
SHIMADZU LC-10AD, detector de UV-Vis SPD-10AV, central de controle SCL-
10A, desgaseificador DGU-14A.

45.2.1.3. Fase movel

A fase movel foi constituida de uma mistura das solucdes A e B (7:3, V/IV).
A solugdo A contendo monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V) e a solugéo B
acetato de amonio-agua (1:200, p/V). O pH final da solucédo foi ajustado com acido
acetico até 5,5, com auxilio de potencidmetro. Apds a mistura foi desgaseificada

durante 12 minutos, em banho de ultra-som sob vacuo.

4.5.2.1.4. Condigdes cromatograficas

Os parametros utilizados foram:

v Fluxo: 1ml/min

v Coluna: LiChrospher® 100 RP-8, 5 um (150 mm x 4,6 mm)
v Comprimento de onda: 225 nm

v VVolume de injecédo: 20,0 pl

v Temperatura: 20 °C
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4.5.2.1.5. Validacao

Para a validacdo do método foram avaliados os parametros de linearidade,
precisdo, especificidade, exatiddo, robustez e limites de deteccdo e quantificacdo
(USP 28, 2005; ICH, 1996b).

45.2.15.1. Linearidade

Fez-se a solubilizacdo do cetoconazol substancia quimica de referéncia
(SQR) em HCI M e apb6s completou-se o volume com a fase mdvel, de forma a

obter solucdo estoque contendo 600 ug/ml.

A partir desta solucdo, aliquotas de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 ml foram
transferidas para bal6es volumétricos ambar de 10 ml, com auxilio de uma bureta.
Completaram-se os volumes com a fase mdvel, obtendo-se concentracfes finais de
60,0; 120,0; 240,0; 360,0; 480,0 ug/ml. Os procedimentos de diluicdo foram

executados ao abrigo da luz.

A curva padréo foi realizada em trés dias, sendo que cada ponto da curva foi
injetado em triplicata, e com a média das areas obtidas nos diferentes dias,

construiu-se um gréfico plotando-se o resultado da média das areas versus

concentracao (ng/ml).

45.2.1.5.2. Precisao

A precisdo do método foi verificada na amostra da formulacéo elaborada no
laboratério (Xb-ceto), assim como nas formulacdes comerciais (Forml e Form2).
Foram avaliadas seis amostras de cada formulacdo, em trés dias diferentes, sendo
cada amostra injetada em triplicata. A preparacdo das mesmas e da solucdo de SQR

esta descrita abaixo.
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A. Preparo da solucéo de cetoconazol SQR

Foram pesados, analiticamente, 15,0 mg de SQR em baldo volumétrico
ambar de 50 ml; adicionaram-se 2 ml de HCI M e completou-se o volume com a
fase movel.

B. Preparo das solucGes amostra

Para as trés formulacGes avaliadas (Xb-ceto, Forml e Form2) foram pesados
exatamente cerca de 400 mg de xampu (equivalentes a 8,0 mg de cetoconazol) em
baldo volumétrico ambar de 25 ml. Apos, completou-se o0 volume com a fase movel,

obtendo-se concentracdo de 320 pg/ml.

Para a formulacdo desenvolvida no laboratorio (Xb-ceto), foi necessario
fazer a correcdo da densidade, para os calculos de teor, pois a concentragdo da
mesma era expressa em mg/ml. Para as formulacdes comerciais, a corre¢do ndo foi

necessaria (concentracdo mg/qg).

C. Célculos

Foram calculadas as &reas médias correspondentes a trés injecGes, para as
amostras Xb-ceto, Form1, Form2 e para a solucdo de SQR. Apo0s, procedeu-se a

quantificagdo de cetoconazol em cada formulagéo, utilizando-se a equacéo 3:
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% cetoconazol = Aa . Cp .100
Ap.Ca Equacéo 3

onde: Aa = area média da amostra
Ap = area média do padrdo
Ca = concentracdo da amostra (ug/ml)

Cp = concentragédo do padrao (ug/ml)

4.5.2.1.5.3. Especificidade

Para a formulacdo desenvolvida no laboratério, a especificidade foi avaliada

atraves da comparacao dos cromatogramas obtidos da solugdo amostra do Xb-ceto e
de uma solucdo amostra placebo, isto é, contendo somente os excipientes do xampu
(Xb) descrito no item 4.4.1.1.

A solucdo de amostra de Xb-ceto foi preparada conforme descrito no item
4.5.2.1.5.2.B.; a solucédo do placebo foi preparada pesando-se 400 mg de Xb (item

4.4.1.1.) em baldo volumétrico de 25 ml.

A determinacéo da especificidade nas amostras comerciais (Forml e Form2)
foi realizada através da determinagdo da pureza dos picos cromatograficos, com

auxilio de detector de arranjo de diodos SPD-M10A VP.

45.2.1.5.4. Exatidao

A exatiddo do método foi verificada pela adicdo de quantidades conhecidas

da SQR na solucdo amostra de Xb-ceto.

Para tanto, foram transferidas para baldo volumétrico @mbar de 25 ml,
aliquotas de 2,5 ml, a partir de solugdo estoque de amostra, contendo o equivalente
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a 2,2 mg/ml. A essas aliquotas foram acrescentados 1,0; 2,0 e 3,0 ml de solucéo
estoque de cetoconazol SQR (1,1 mg/ml); apoés completou-se o volume com a fase
movel. As concentracdes obtidas foram de 264,0; 308,0; 352,0 ug/ml, sendo estas

denominadas R1, R2 e R3, respectivamente.

Para quantificar o teor recuperado de cetoconazol SQR, adicionado nas
solucdes, procedeu-se o célculo de percentagem recuperada através da equacao 4
descrita pelo AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 1990).

R % = (Cf—Ca).100
Csor Equacéo 4

onde: Cf = concentragdo encontrada na amostra adicionada da SQR (ng/ml)
Ca = concentracdo encontrada na amostra ndo adicionada da SQR (ug/ml)

Csor = concentragéo da SQR adicionada a amostra (ug/ml)

45.2.1.5.5. Robustez

Para a determinagdo da robustez do método foi avaliada a estabilidade da

solucéo e realizados testes com alteracdes na fase movel conforme descrito a seguir.

A. Estabilidade da solugéo

Avaliou-se durante trés dias a estabilidade de uma solugdo SQR. Para tanto,
preparou-se a solucdo, em baldo volumétrico ambar, no diluente contendo
300 ug/ml de cetoconazol. A solucdo foi armazenada a temperatura ambiente e foi

analisada no momento do preparo, no segundo e terceiro dias. Calculou-se o desvio
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padrdo relativo das médias das areas obtidas e verificou-se o possivel surgimento de

outros picos Nno cromatograma.

B. ModificagGes na fase movel

Fez-se modificagbes na fase movel original (monoisopropilamina-metanol
(2:500, V/V) [ acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5) e apos
injetou-se a solucdo de 300 ug/ml de cetoconazol SQR verificando possiveis
alteracfes no cromatograma. Alterou-se a proporcao de solvente organico (6,5:3,5)
e alterou-se o pH (4,5). Calculou-se o desvio padrdo relativo das médias das areas
obtidas.

4.5.2.1.5.6. Limites de deteccéo e quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados
matematicamente, a partir dos dados obtidos da equacdo da reta da curva padrao,
pelas equacdes 5 e 6 (ICH, 1996bh):

LD=DP.3.3 LQ=DP. 10
b b

Equacéo 5 Equacéo 6

onde: DP = desvio padréo do intercepto

b = inclinacgdo da reta
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4.5.2.2. Ensaio microbioldgico

Foram realizados ensaios preliminares para o desenvolvimento do método de
analise do cetoconazol na formulacdo de Xb-ceto. Para o desenvolvimento deste

ensaio foram realizados testes alternando-se alguns parametros conforme Tabela 5.

Tabela 5 — Pardmetros utilizados para a avaliagdo de xampu de cetoconazol por ensaio
microbioldgico — método de difusdo em agar.

Parametros Descricao
Microrganismo Candida albicans ATCC 10231
Saccharomyces cerevisiae ATCC2601
Concentracéo do indculo 0,25; 0,5; 1,0 %
Solucao diluente inicial HCI M,
DMSO,

Alcool metilico

Solucéo diluente final Agua
Solucgéo tampéo fosfato potéssio 1 % pH 4,5
Solucao tampéo fosfato potassio 1 % pH 6,0

Concentracdo das solucbes 25,0; 100,0; 400,0 pg/ml
30,0; 120,0; 480,0 pg/ml
50,0; 150,0; 450,0 pg/ml
20,0; 100,0; 500 pg/ml

Método Cilindros em placa
Discos de papel

Meios de cultura Agar Sabouraud-dextrose 2 %
Agar Sabouraud-dextrose 4 %

Tempo de incubagdo 16; 18; 24 horas

A partir dos resultados obtidos nos ensaios preliminares, foi possivel
estabelecer os parametros ideais para a realizacdo do doseamento microbioldgico,

método de difusdo em agar, que encontram-se descritos abaixo:
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v Microrganismo: Candida albicans ATCC 10231

v Concentracdo do inoculo: 0,5 %

v Solucio diluente inicial: Alcool metilico

v Solucdo diluente final: Solucdo tampéo fosfato potassio 1 % pH 6,0
v Concentragéo das solugdes: 20,0; 100,0; 500 pg/ml

v Método: Cilindros em placa

v Meio de cultura: Agar Sabouraud-dextrose 2 %

v Tempo de incubacdo: 18 horas

v Temperatura de incubagdo: 35+ 2 °C

45.2.2.1. Material

Foram empregadas placas de Petri (20 mm x 100 mm) e cilindros de ago
inoxidavel (8 mm x 6 mm x 10 mm). Esses materiais, assim como vidraria ndo
volumétrica, utilizados no ensaio microbioldgico, foram esterilizados em estufa a

temperatura de 180 °C, durante duas horas.

Apos a execucdo do ensaio, a medida dos halos de inibigdo formados foi feita
em leitor de placas BIOMATIC com auxilio de paquimetro digital STARRET, com
graduacao de 0,01 mm.

4.5.2.2.2. Preparo do meio de cultura

No doseamento microbioldgico foi utilizado agar Sabouraud-dextrose 2 %

(Merck), para manutencao e repique do microrganismo, assim como para 0 preparo
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da camada base e inéculo. O meio de cultura, Sabouraud-dextrose 2 %, foi
preparado através de reconstituicio do meio dessecado em é&gua. Fez-se o
aquecimento do meio até total dissolucdo e apds esterilizou-se em autoclave a

121 °C, durante 15 minutos.

4.5.2.2.3. Preparo da solucédo tampao fosfato de potassio 1 % pH 6,0

Dissolveram-se 2 g de fosfato de potassio dibasico e 8 g de fosfato de
potassio monobéasico em 1000 ml de agua. Ap6s procedeu-se a determinacdo do pH,
com auxilio de potencidmetro, e esterilizacdo em autoclave a 121 °C, durante 15
minutos (USP 28, 2005).

4.5.2.2.4. Preparo da solucéo salina

Pesou-se 0,9 g de cloreto de sodio e diluiu-se em 100 ml de agua. Apos, fez-

se a esterilizacdo em autoclave a 121 °C, durante 15 minutos.

4.5.2.2.5. Preparo do in6culo

O microrganismo foi mantido em refrigerador, em tubo contendo agar
Sabouraud-dextrose 2 % inclinado, e repicado para outro tubo, 48 horas antes do
ensaio, permanecendo a temperatura de 25 °C. No momento do ensaio, 0
microrganismo foi transferido para solucdo salina, até obter-se uma suspensdo a
25 % + 2 % de transmitancia, a 580 nm. A partir desta suspensdo, preparou-se 0
indculo a 0,5 % em agar Sabouraud-dextrose 2 %, mantido em banho-maria a 47 °C

+ 1 °C até ser distribuido nas placas.
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4.5.2.2.6. Validacéao
Para a validacdo do método alguns parametros foram avaliados:

v Linearidade: foram desenvolvidas duas curvas padrdo, em dias diferentes,
com trés concentracOes cada uma. A equacédo da reta e o coeficiente de correlagdo

(r) foram calculados.

v Precisdo: foi avaliada através do desvio padrdo relativo (DPR) obtido na
repetibilidade (mesmo dia) e na precisdo intermediaria (diferentes dias) das

amostras com a mesma concentragéo.

v Exatiddo: avaliada através do percentual de recuperacdo de uma

quantidade conhecida de SQR adicionada a amostra.

4.5.2.2.6.1. Preparo das solugdes de cetoconazol SQR

Foram transferidos 25,0 mg de cetoconazol substancia quimica de referéncia,
exatamente pesados, para baldo volumétrico &mbar de 25 ml. Solubilizou-se em
2 ml de HCI M, e apds adicionaram-se 1,25 g de xampu base (descrito no item
44.1.1), 0,25 ml de polissorbato 80 e 10 ml de alcool metilico. O baldo
volumétrico foi agitado durante 20 minutos em agitador mecéanico e apds
completou-se o volume com &lcool metilico. Apds filtracdo com papel de filtro
comum, foram transferidos, analiticamente, 1,0; 1,0 e 5,0 ml da solugdo com
concentracdo de 1000 ug/ml, para baldes volumétricos @mbar de 50, 10 e 10 ml e
adicionados de solugdo tampdo fosfato de potéssio 1 % pH 6,0, obtendo
concentraces finais de 20,0; 100,0 e 500,0 ug/ml (P1, P2 e P3).
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4.5.2.2.6.2. Preparo das solu¢bes amostra

Foram transferidos 1,25 g de xampu de cetoconazol (descrito no item
4.4.1.2), exatamente pesados, para baldo volumétrico ambar de 25 ml.
Adicionaram-se 0,25 ml de polissorbato 80 e 10 ml de alcool metilico. O baldo
volumétrico foi agitado durante 20 minutos em agitador mecanico e apoés
completou-se o volume com alcool metilico. Apds filtracdo com papel de filtro
comum, foram transferidos, analiticamente, 1,0; 1,0 e 5,0 ml da solucdo com
concentracdo de 1000 ug/ml, para baldes volumétricos ambar de 50, 10 e 10 ml e
adicionados de solucdo tampdo fosfato de potéssio 1 % pH 6,0, obtendo

concentraces finais de 20,0; 100,0 e 500,0 pug/ml (A1, A2 e A3).

45.2.2.6.3. Ensaio

O teor de cetoconazol presente no xampu (Xb-ceto) foi determinado através
do método de difusdo em &gar - cilindros em placas, com delineamento 3 x 3. Em
capela de fluxo laminar, foram adicionados 20 ml do meio de cultura (agar
Sabouraud-dextrose 2 %) em cada placa, permanecendo as placas abertas até a
solidificagdo do meio. Foram adicionados 5 ml de inoculo 0,5 %. Apés a
solidificacdo do inoculo, procedeu-se a distribuicdo de seis cilindros estéreis por
placa, nos quais foram adicionados, em cada cilindro, 200 ul das solugdes de
cetoconazol SQR (descritas no item 4.5.2.2.6.1.) e das solucdes amostra (descritas
no item 4.5.2.2.6.2.), resultando na analise de trés concentra¢Ges de cetoconazol

SQR e trés concentracgdes de cetoconazol amostra.

As placas foram incubadas, em estufa a 35 °C + 2 °C, por um periodo de 18
horas. Apos, procedeu-se a leitura dos didmetros dos halos de inibicdo formados ao

redor de cada cilindro, com auxilio de paquimetro digital.
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45.2.2.6.4. Calculos

Os ensaios foram realizados em dois dias, sendo que, em cada dia utilizaram-
se 24 placas, finalizando 48 placas avaliadas. Para efeito de célculo, foram
realizadas médias de cada 8 placas, totalizando seis resultados médios que foram

submetidos a analise estatistica.

A reta foi construida plotando no grafico os valores médios dos halos de
inibicdo versus o logaritmo da concentracdo. A equacdo da reta foi determinada
atraves do estudo de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados. O ensaio
foi avaliado através de andlise de variancia (ANOVA), conforme preconizado pela
F. Bras. IV (1988). A determinacdo da poténcia do cetoconazol na amostra foi
calculada pela equacdo de HEWITT (1977).

45.2.2.6.5. Exatidao

A exatiddo do método foi verificada pela adicdo de quantidades conhecidas

da SQR na solucéo amostra.

Para realizacdo do ensaio preparou-se uma solucdo estoque da SQR,
denominada Solucdo estoque 1. Para tanto, foram transferidos 100 mg de
cetoconazol SQR, exatamente pesados, para baldo volumétrico &mbar de 50 ml.
Solubilizou-se em HCI M, e apos adicionaram-se 5 g de xampu base (descrito no
item 4.4.1.1)), 0,5 ml de polissorbato 80 e 10 ml de &lcool metilico. O baldo
volumétrico foi agitado durante 20 minutos em agitador mecanico e apés
completou-se 0 volume com metanol. Procedeu-se filtracdo com papel de filtro

comum. A concentracao final obtida foi de 2000 pg/ml.

A partir da Solucdo estoque 1 fez-se uma nova diluigdo em metanol,

denominada Solucéo estoque 2, obtendo concentragéo final de 500 ug/ml.
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Preparou-se, da mesma forma, uma solucdo estoque da amostra. Foram
transferidos 5,0 g de xampu de cetoconazol (descrito no item 4.4.1.2.), exatamente
pesados, para baldo volumétrico d&mbar de 50 ml. Adicionaram-se 0,5 ml de
polissorbato 80 e 10 ml de alcool metilico. O baldo volumétrico foi agitado durante
20 minutos em agitador mecéanico e ap6s completou-se 0 volume com metanol.
Procedeu-se filtracdo com papel de filtro comum. A concentracdo final obtida foi de
2000 pg/ml.

A. Preparo das solugdes de cetoconazol SQR

Transferiram-se, analiticamente, 1,0; 1,5 e 1,8 ml da Solucdo estoque 1
(2000 pg/ml), para baldes volumetricos @mbar de 50, 25 e 10 ml e adicionou-se
solucdo tampédo fosfato de potéssio 1 % pH 6,0, obtendo concentracdes finais de
40,0; 120,0 e 360,0 ug/ml (P1, P2 e P3).

B. Preparo das solucGes amostra

Transferiram-se, analiticamente, 1,0; 1,5 e 1,8 ml da solucdo estoque amostra
(2000 pg/ml), para baldes volumétricos ambar de 50, 25 e 10 ml e adicionou-se
solucdo tampédo fosfato de potéssio 1 % pH 6,0, obtendo concentracdes finais de
40,0; 120,0 e 360,0 ug/ml (A1, A2 e A3).

C. Preparo das solugbes R1, R2 e R3

Transferiram-se, analiticamente, 1,0; 1,5 e 1,8 ml da solucdo estoque da
amostra (2000 pg/ml) e adicionaram-se 1,0; 1,5 e 1,8 ml da Solugcdo estoque 2

(500 pg/ml), para baldes volumetricos ambar de 50, 25 e 10 ml. Apds adicionou-se
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solucdo tampédo fosfato de potéssio 1 % pH 6,0, obtendo concentracdes finais de
50,0; 150,0 e 450,0 pg/ml (R1, R2 e R3).

Para quantificar o teor recuperado de cetoconazol SQR adicionado na
solucdo amostra, procedeu-se a execucdo do método sendo utilizadas 15 placas de
Petri, adicionadas, aleatoriamente com 200 ul das solugdes de cetoconazol SQR,

solugdes amostra e solugdes R1, R2 e R3.

Com a media dos valores de halos de inibigdo obtidos e com a equacéo da
reta foi possivel calcular a percentagem recuperada através da equacdo 4 descrita no
item 4.5.2.1.5.4 pela AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 1990).

4.6. ESTUDOS DE FOTOESTABILIDADE

4.6.1. Avaliacao do cetoconazol frente a luz UV-C e luz UV-A

Para avaliacdo da fotoestabilidade do cetoconazol, amostras contendo o
farmaco foram expostas a lampada Light express LE UV (254 nm), 30 W (UV-C) e
a lampada Blacklight blue lamp — Orion (352 nm) 30 W, 130 V (UV-A). As
lampadas foram colocadas em camara, espelhada internamente, com 100 x 16 x 16

cm.

4.6.1.1. Amostras expostas a luz UV
A. Matéria-prima

Aliquotas de 1,0 ml de uma solu¢cdo metandlica de cetoconazol 2 % foram
transferidas para vidro de relogio. Aguardou-se até a evaporacdo total do solvente

organico, obtendo a formacéo de um filme no vidro. As amostras foram colocadas



Material e métodos 59

na camara e analisadas nos tempos 0, 2, 6 e 8 horas para amostras expostas a

lampada UV-C e nos tempos 0 e 48 horas para amostras expostas a lampada UV-A.

B. Solucé@o metandlica de cetoconazol 2 % (Sol-ceto)

Retiraram-se aliquotas de 1,0 ml da solu¢do metandlica de cetoconazol 2 %
que foram acondicionadas em cubetas de plastico descartaveis Plastibrand®.
Fecharam-se as cubetas, com auxilio de Parafilm®, e colocaram-se as amostras na

camara.

Adicionaram-se em cubetas de plastico descartaveis, metanol sem o
cetoconazol (Branco 1), e amostras da solucdo metanodlica de cetoconazol 2 %,
revestidas com papel aluminio para protecdo da luz UV (Branco 2). A temperatura
da cdmara foi monitorada durante todo o experimento. As amostras expostas a luz
UV-C e UV-A foram avaliadas por 24 horas.

C. Xampu de cetoconazol 2 % (Xb-ceto)

Utilizaram-se cubetas de plastico descartaveis Plastibrand® para
acondicionamento das amostras. Para tanto, pesaram-se 1,5 g de Xb-ceto em cada
cubeta. Fecharam-se as cubetas, com auxilio de Parafilm®; fez-se determinacéo do
peso total (amostra, cubeta e Parafilm®) e colocaram-se as cubetas na camara
contendo as lampadas. Ap0s a retirada das cubetas da camara, cada uma foi pesada,
a fim de verificar alteracdo na densidade do produto. Juntamente com os testes de
degradacdo do farmaco, avaliou-se a formulacdo do xampu base (Xb) sem o

cetoconazol (Branco 1).
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Além do Branco 1, cubetas de plastico descartaveis contendo amostras do
xampu de cetoconazol (Xb-ceto), revestidas com papel aluminio para protecdo da
luz UV (Branco 2) foram avaliadas. A temperatura da camara foi monitorada
durante todo o experimento. As amostras expostas a luz UV-C e UV-A foram

avaliadas por 24 horas.

4.6.1.2. Determinacéo do teor de cetoconazol

As amostras expostas a luz UV (UV-A e UV-C) foram avaliadas através de
método desenvolvido e validado por CLAE (item 4.5.2.1.). Para tanto, a mateéria-
prima contida no vidro de relégio foi transferida quantitativamente para baldo
volumétrico ambar de 50 ml. O Xb-ceto retirado da cubeta foi pesado (400 mg) em
baldo volumétrico ambar de 25 ml e as aliquotas da Sol-ceto retirada da camara,
foram transferidas, quantitativamente, para baldo volumétrico ambar de 50 ml. Fez-
se a diluicdo com a fase movel. O teor do cetoconazol foi determinado, assim como

foi verificada a presenca de produtos de degradacéo.

As amostras de Xb-ceto expostas a lampada UV-C, por um periodo de 0, 6 e
22 horas, foram avaliadas através de ensaio microbiologico (item 4.5.2.2.) para

determinacdo da atividade antifingica do farmaco.

4.6.2. Avaliacao do cetoconazol frente a luz natural

Todas as amostras avaliadas ficaram a 50 cm da janela de modo a assegurar

luz diurna constante.
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4.6.2.1. Amostras expostas a luz natural
A. Matéria-prima

Para verificar a fotoestabilidade da matéria-prima, utilizaram-se pastilhas de
brometo de potéassio e cetoconazol que foram acondicionadas em cubetas de
quartzo. Quando necessario, antes das leituras, as pastilhas eram dessecadas em

estufa. Os estudos foram realizados durante 9 meses.

B. Solugcdo metanolica de cetoconazol 2 %

As solucdes metandlicas (Sol-ceto) foram acondicionadas em frascos
plasticos transparentes ou opacos, contendo aproximadamente 100 ml cada um. O
periodo de andlise foi de 26 meses. As amostras foram avaliadas nos tempos 0, 1, 2,
4,6, 8, 10,12, 14, 17, 19, 22 e 26 meses.

C. Xampu de cetoconazol 2 %

As formulagdes de xampu (Xb-ceto) foram acondicionadas em frascos
plasticos transparentes ou opacos, contendo aproximadamente 100 ml cada um. O
periodo de andlise foi de 26 meses. As amostras foram avaliadas nos tempos 0, 1, 2,
4,6,8, 10, 12, 14, 17, 19, 22 e 26 meses.

D. FormulagOes comerciais

As formulagbes comerciais (Forml e Form2) foram colocadas junto as
formulacdes de Xb-ceto, permanecendo na embalagem de comercializacdo (frasco
opaco). O periodo de anélise foi de 17 meses, a partir da obtencdo das mesmas. As

amostras foram avaliadas nos tempos 0, 3, 6, 11 e 17 meses.
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4.6.2.2. Deteccdo dos produtos de degradacao

As pastilhas de brometo de potéssio foram submetidas diretamente a analise
por espectroscopia na regido do infravermelho. A solucdo metandlica e as
formulacdes de xampu foram avaliadas por cromatografia em camada delgada (item

4.5.1.4.) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (item 4.5.2.1.).

4.6.2.3. Determinacéo do teor de cetoconazol

Para a determinacdo do teor do farmaco as amostras (Sol-ceto, Xb-ceto,
Forml e Form2) foram avaliadas através de CLAE (item 4.5.2.1.). As formulacdes
de Xb-ceto, expostas a luz visivel, por um periodo de 17 meses, foram avaliadas
através de ensaio microbiolégico (item 4.5.2.2.) para avaliacdo da atividade

antifangica do farmaco.

4.6.2.4. Determinacdo da densidade

Durante os estudos de estabilidade das formulacdes fez-se a determinagdo da
densidade do Xb-ceto, Forml e Form2, através de picndmetro, para observar
possivel modificacdo na massa do produto. Para tanto, utilizou-se metodologia
descrita no item 4.5.1.2.

4.6.2.5. Determinagéo do pH

Durante os estudos de estabilidade das formulagdes, fez-se a determinagéo do
pH das formulacdes comerciais (Forml e Form2) e da Xb-ceto, com auxilio de
potencidometro DIGIMED DMPH-2, para verificar possivel alteracdo no pH das

mesmas.
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4.7. ESTABILIDADE QUIMICA

4.7.1. Degradacao acida

A. Matéria-prima

Adicionaram-se a 15,0 mg de cetoconazol (matéria-prima) 4 ml de HCI M
em baldo volumétrico ambar de 50 ml, aguardou—se por 4 horas e apos a solugéo foi
neutralizada com 4 ml de NaOH M. Completou-se o volume com a fase movel. As

amostras foram avaliadas através de CLAE (item 4.5.2.1.).

B. Formas farmacéuticas

Para as trés formulacdes avaliadas (Xb-ceto, Form1 e Form2) foram pesados,
analiticamente, 400 mg de xampu (equivalentes a 8,0 mg de cetoconazol) em baléo
volumétrico ambar de 25 ml. Adicionaram-se 4 ml de HCI M, aguardou-se por
4 horas, e apds a solucdo foi neutralizada com 4 ml de NaOH M. Completou-se o
volume com a fase movel. As amostras foram avaliadas através de CLAE (item
452.1).

4.7.2. Degradacao alcalina

A. Matéria-prima

Pesaram-se 15,0 mg de cetoconazol (matéria-prima) em baldo volumétrico
ambar de 50 ml, solubilizou-se em alcool metilico e a esta solucdo foram
adicionados 4 ml de NaOH M. Aguardou-se por 4 horas e apos a solucdo foi
neutralizada com 4 ml de HCI M. Completou-se o volume com a fase movel. As

amostras foram avaliadas através de CLAE (item 4.5.2.1.).
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B. Formas farmacéuticas

Para as trés formulacdes avaliadas (Xb-ceto, Form1 e Form2) foram pesados,
analiticamente, 400 mg de xampu (equivalentes a 8,0 mg de cetoconazol) em baldo
volumétrico &mbar de 25 ml. Adicionaram-se 4 ml de NaOH M, aguardou-se por
4 horas, e ap0s a solugdo foi neutralizada com 4 ml de HCI M. Completou-se o
volume com a fase movel. As amostras foram avaliadas através de CLAE (item
4.5.2.1).

4.7.3. Degradacao com peroxido de hidrogénio

A. Matéria-prima

Pesaram-se 200,0 mg de cetoconazol (matéria-prima) em baldo volumétrico
ambar de 50 ml, solubilizou-se em &lcool metilico e a estes foram adicionados
30 ml de peréxido de hidrogénio 30 %. Agitou-se durante 30 minutos, e apds
completou-se o volume com peroxido de hidrogénio. Aliquota de 2,0 ml foi
transferida para baldo volumétrico &mbar de 25 ml e completou-se o volume com a
fase madvel. Fez-se um branco. As amostras foram avaliadas através de CLAE (item

4.5.2.1.), logo apds a preparacao e apos 4 horas sob repouso.

B. Formas farmacéuticas

Para as trés formulacdes avaliadas (Xb-ceto, Form1 e Form2) foram pesados,
analiticamente, 5 g de xampu (equivalentes a 200 mg de cetoconazol) em baléo
volumétrico &mbar de 50 ml e a estes foram adicionados 30 ml de perdxido de
hidrogénio 30 %. Agitou-se durante 30 minutos, e apos completou-se o0 volume com
peroxido de hidrogénio. Aliquotas de 2,0 ml foram transferidas para baldo

volumétrico &mbar de 25 ml e completou-se 0 volume com a fase moével. Fez-se um
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branco. As amostras foram avaliadas através de CLAE (item 4.5.2.1.), logo apéds a

preparacao.

4.8. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS DE
DEGRADACAO

Para a identificagdo dos produtos de degradacdo foram empregadas duas
técnicas: espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria
de massas (MS).

4.8.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

4.8.1.1. Degradacdo das amostras

Aliquotas de 1,0 ml da solucdo metandlica de cetoconazol 2 % foram
acondicionadas em cubetas de plastico descartaveis Plastibrand®. Fecharam-se as
cubetas, com auxilio de Parafilm® e colocaram-se as amostras na camara. O tempo

de exposicao a lampada UV-C foi de 30 horas.

4.8.1.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia semipreparativa

Os produtos de degradacdo formados, apos exposicao a luz, foram isolados
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia semipreparativa, para posterior
realizacdo de espectroscopia de RMN. Através de testes preliminares foram
determinados os parametros ideais para o desenvolvimento do método por CLAE

semipreparativa.
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4.8.1.2.1. Equipamento

O isolamento dos produtos foi realizado em cromatografo a liquido de alta
eficiencia SHIMADZU LC-10AD, detector de UV-Vis SPD-10AV, central de
controle SCL-10A, desgaseificador DGU-14A.

4.8.1.2.2. Fase movel

A fase movel foi constituida de metanol-agua-acetato de amonio (7:3:0,0025,
VIVIp). Apos, a mistura foi desgaseificada durante 12 minutos, em banho de ultra-

som sob vacuo.

4.8.1.2.3. Condigdes cromatograficas

Os parametros utilizados foram os seguintes:

v Fluxo: 2 ml/min

v Coluna: Waters Spherisorb® S5 C8 (10 x 250 mm)
v Comprimento de onda: 225 nm

v VVolume de injecédo: 200,0 ul

v Temperatura: 20 °C

4.8.1.3. Determinacdo da pureza

Com o objetivo de verificar a pureza dos dois produtos de degradacao
isolados, fez-se avaliagcdo da pureza do pico das fracGes coletadas. Para tanto, foi
utilizado cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia SHIMADZU LC-10AD, detector
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de arranjo de diodos SPD-M10A VP, central de controle SCL-10A, desgaseificador
DGU-14A. A fase mdvel e as condi¢Bes cromatograficas utilizadas na determinacéo
da pureza das amostras foram as mesmas descritas nos itens 4.5.2.1.3. e 4.5.2.1.4.,

respectivamente.

4.8.1.4. Concentracao das fracoes

As fracdes foram levadas a secura em evaporador rotatorio com temperatura
inferior a 50 °C sob presséo reduzida. Primeiramente, aguardou-se a evaporagédo do
metanol e apds fez-se extracdo do produto de degradacdo, em funil de separacao,
com auxilio de cloroférmio. O produto de degradacdo, em maior concentracdo na
fase organica, foi novamente colocado em evaporador rotatorio para evaporacédo do

solvente.

Ap0s, as amostras foram colocadas em dessecador sob vécuo, protegidas da

luz.

4.8.1.5. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e °C

O espectro de RMN de 'H do cetoconazol SQR foi obtido em espectrémetro
BRUKER (200 MHz), utilizando cloroférmio deuterado como solvente. A analise
foi feita no laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, Departamento de
Quimica, Universidade Federal de Santa Maria. O espectro de *C do cetoconazol
SQR foi obtido em espectrometro VARIAN (300 MHz), utilizando cloroférmio
deuterado como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. A
analise foi feita no laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, Instituto de

Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os dois produtos de degradacédo isolados foram enviados para Faculté de

Pharmacie, Université Picardie Jules Verne (Amiens - Franca) onde foi realizada a
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espectroscopia de RMN de *H e **C. Os espectros dos produtos isolados (Frl e Fr2)

foram obtidos em espectrometro BRUKER AMX 500 (500 MHz), utilizando

cloroférmio deuterado como solvente e TMS como referéncia interna.

4.8.2. Espectrometria de massas (MS)

Para obtencédo dos espectros de massas de Frl, Fr2 e cetoconazol foi utilizada
a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS).

4.8.2.1. Degradacdo das amostras

Aliquotas de 1,0 ml da solucdo metandlica de cetoconazol 2 % foram
acondicionadas em cubetas de plastico descartaveis Plastibrand®. Fecharam-se as
cubetas, com auxilio de Parafilm® e colocaram-se as amostras na camara. O tempo

de exposicao a lampada UV-C foi de 30 horas.

4.8.2.2. Equipamento e condi¢bes cromatograficas

As analises foram realizadas em cromatografo a liquido de alta eficiéncia
SHIMADZU LC-10AD VP, detector de UV SPD-10AV VP e desgaseificador
DGU-14A. A fase movel foi constituida de metanol-agua-acetato de amonio
(7:3:0,0025, V/VIp). Ap6s a mistura foi desgaseificada durante 12 minutos, em

banho de ultra-som sob vacuo.

Os parametros utilizados foram os seguintes: fluxo: 2 ml/min, coluna: Waters
Spherisorb® S5 C8 (10 x 250 mm) e comprimento de onda: 225 nm.
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4.8.2.3. CondicOes da espectrometria de massas - ionizacao eletrospray

O sistema de espectrometria de massas — ionizacdo eletrospray utilizado no
estudo foi Micromass Quattro LC, acoplado ao sistema de cromatografia liquida de

alta eficiéncia.

As condigdes otimizadas do detector MS foram as seguintes: fluxo de
nitrogénio de 430 I/h, capilaridade e voltagem do cone foram de 3,2 kV e 30 V,
respectivamente e as temperaturas da fonte e de dessolvatagdo foram de 80 e
200 °C, respectivamente. Foram tracados todos o0s espectros de massas para ions

positivos, variando m/z de 50 a 700.

4.9. AVALIACAO DA SEGURANCA BIOLOGICA

Visando a investigar o grau de irritacdo das formulagOes contendo os
produtos de degradacdo, as amostras foram avaliadas através de teste de irritacdo

ocular e avaliagdo do potencial de citotoxicidade in vitro.

4.9.1. Avaliacdo da toxicidade aguda com efeito local

Os experimentos foram realizados em coelhos albinos, de ambos os sexos, da
raca Nova Zelandia com peso corpéreo de 2 a 2,5 kg. Antes de iniciar o teste, 0s
animais foram examinados pelo veterinario responsavel e selecionados. Os animais
sadios foram escolhidos aleatoriamente, mantidos em gaiolas individuais
identificadas, com fornecimento de racédo e agua, em sala a temperatura de 20 °C +
2 °C e umidade relativa entre 30 e 70 %. Durante todo o periodo de execucdo do
ensaio, desde a aplicacdo da amostra até a leitura, o animal foi tratado e manuseado

adequadamente.
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Os ensaios foram realizados em S&o Paulo, em laboratério conveniado com a
Fundacdo Instituto de Pesquisas Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo

(USP), sendo o laboratorio habilitado para trabalhar com animais.

O procedimento, a seguir descrito, foi baseado no trabalho desenvolvido por
DRAIZE e colaboradores (1944).

4.9.1.1. Teste de irritacéo ocular

Este método foi utilizado para avaliar as amostras de xampu (Xb-ceto)
contendo os produtos de degradacédo. Para tanto avaliaram-se uma formulacdo com
teor de 103,3 % (amostra ndo degradada) e uma formulacdo com teor de 41,4 %

(amostra degradada apds exposicdo a lampada UV-C).

Utilizaram-se cinco coelhos albinos para cada amostra e as amostras de

xampu foram utilizadas sem diluicéo.

Para aplicagdo da amostra a palpebra inferior do olho direito foi
cuidadosamente tracionada, formando o saco conjuntival, onde, com auxilio de uma
seringa, foi aplicado 0,1 ml do xampu. Em seguida as palpebras foram mantidas
unidas por 30 segundos, massageando-se 0 olho do animal para permitir o contato

uniforme com o produto. O olho esquerdo serviu de controle.

Os efeitos causados a conjuntiva, cornea e iris foram observados depois de
decorridas 24, 48, 72 horas e no final do sétimo dia, ap6s aplicacdo do produto. As
avaliagOes das reagdes oculares foram baseadas na escala de Draize, onde estao
descriminadas as graduacfes atribuidas as reacbGes oculares, como: hiperemia
(superabundancia de sangue), quemose (edema), secrecao, irite e opacidade (Tabela
6) (DRAIZE et al., 1944).

Apobs as leituras, o valor total de cada animal foi obtido e a média dos cinco

coelhos, por periodo de leitura, foi calculada, resultando no indice de irritacdo
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ocular. Para verificar o grau da irritacdo utilizou-se uma tabela de graduacdo
(Tabela 7) (INCQS, 2002).

Tabela 6 — Graduacgdo das reacGes observadas no teste de irritacdo ocular de acordo com a escala
de Draize.

Cérnea

A. Opacidade - grau de densidade

Sem opacidade 0
Area difusa ou disseminada da iris visiveis (perda do brilho) 1
Areas translucidas facilmente discerniveis, detalhes da iris ligeiramente obscuros 2
Area opalescente, nenhum detalhe da iris visivel e tamanho da pupila pouco discernivel 3
Opaca, iris invisivel 4
B. Area da cdrnea envolvida
Um quarto ou menos, mas nao zero 1
Maior de um quarto e menor do que a metade 2
Maior que a metade e menor do que trés quartos 3
Maior do que trés quartos até a area total 4
Graduacdo TOTAL = (AxB) x5
C. Iris
Normal 0
Dobras marcadamente profundas, congestdo, inchaco, iris ainda reativa a luz 1
N&o reacdo a luz, hemorragia, destruicdo grosseira 2
Graduacdo TOTAL=C x5
Conjuntiva
D. Hiperemia
Vasos normais 0
Vasos definidamente injetados acima do normal 1
Vermelho intenso mais difuso e vasos ndo facilmente discerniveis 2
Vermelho escuro difuso 3
E. Quemose
Auséncia de edema 0
Algum edema acima do normal 1
Edema dbvio com eversdo parcial das palpebras 2
Edema com palpebras pouco fechadas 3
Edema com palpebras mais que metade fechadas 4
F. Secrecéo
Auséncia de secregdo 0
Alguma secrecdo 1
Secrecdo com umedecimento das palpebras e pélos adjacentes a estas 2
Secrecdo com umedecimento das palpebras, pélos e area consideravel ao redor do olho 3

Graduacdo TOTAL = (D + E +F) x 2
Fonte:DRAIZE et al., 1944,
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Tabela 7 — Tabela de graduacéo da classificacdo do produto apos teste de irritacdo ocular.

Indice de
Classe irritacao ocular Classificacao Observacoes
| 0-149 nao irritante  M24h<2,4 = Classe I; se M24h>2,4 ir p/ Classe Il
1)M48h<2,4=Classe Il, se M48h>2,4 ir p/ item 2
| 15-249 irritante leve  2)M72h<2,4=Classe Il, se M72h>2,4 ir p/ Classe IlI

1)M7d<20 ir p/ item 2, se M7d>20 ir p/ Classe IV
11 25-49,9 irritante 2)L7d<10 em pelo menos 3 animais = Classe 11, se
moderado L7d>30 em pelo menos 1 animal = Classe 1V

1)M7d<40 ir p/ item 2, se M7d>40 ir p/ Classe V
v 50-79,9 irritante severo 2)L7d<30 em pelo menos 3 animais = Classe 1V, se
L7d >80 em pelo menos 1 animal = Classe V

irritante DM7d>40 ir p/ item 2
\ 80-110 maximo 2)L7d>60 em pelo menos 1 animal = Classe V

L: leitura de cada coelho
M: média das leituras
Fonte: INCQS, 2002

4.9.2. Avaliacdo in vitro

As avaliacdes in vitro foram feitas através de andlise da citotoxicidade ou
reatividade bioldgica em culturas celulares. O método utilizado foi difusdo em agar
(USP 28, 2005).

4.9.2.1. Avaliacdo do potencial de citotoxicidade in vitro

Avaliaram-se duas amostras de xampu de cetoconazol: Xb-ceto com teor de
103,3 % (amostra ndo degradada) e Xb-ceto com teor de 41,4 % (amostra degradada

apos exposicao a lampada UV-C). As amostras foram avaliadas sem diluic&o.

Os ensaios foram realizados na Se¢do de Culturas Celulares do Instituto

Adolfo Lutz (IAL), em capela de fluxo laminar vertical, alojada em sala limpa, com
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sistema de filtro absoluto e pressdo positiva. Todo trabalho foi desenvolvido

empregando material esterilizado e técnicas assépticas.

4.9.2.1.1. Culturas celulares

Foi utilizada a seguinte linhagem celular: NCTC Clone 929, célula de tecido
conjuntivo de camundongo (ATCC CCL-1). A linhagem foi cultivada em meio
minimo de Eagle, suplementado com 0,1 mM de aminoacidos ndo essenciais, 1 mM
de piruvato de sodio e 10 % de soro fetal bovino, sem antibiético (MEM com 10 %
SFB).

A manutencao da linhagem foi feita a 36 °C, em garrafa de 250 ml e repiques
com intervalos médios de 72 horas. A dispersdo da monocamada celular foi
efetuada utilizando uma associagdo de tripsina 0,2 % e versene 0,02 % (ATV).
Ap0s a dispersdo, as células foram novamente suspensas no meio de cultura e
distribuidas, na garrafa destinada a manutencdo e nas placas de Petri que foram

utilizadas para a realizagcdo dos ensaios.

4.9.2.1.2. Método de difusdo em agar

As células foram semeadas em volumes de 5 ml em placas de Petri (60 x
15 mm), na concentracdo de 3 x 10° céls/ml. A incubag&o foi realizada por 48 horas
a 37 °C em atmosfera Umida contendo 5 % de CO,. Apés este periodo, com a
monocamada de células ja formada, o meio de cultura foi desprezado e adicionado
volume de 5 ml de overlay, em cada placa de Petri. Este meio é composto de partes
iguais de MEM duas vezes concentrado e dgar (BBL-Becton Dickinson) a 1,8 %
contendo 0,01 % de vermelho neutro (Merck), como corante vital. No momento do
uso o agar foi fundido e misturado com o MEM, ambos & temperatura de 44 + 1 °C.

Discos de 0,5 cm de diametro, de papel de filtro atdxico, foram embebidos na
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amostra e posicionados sobre a camada de agar, antes da solidificacdo completa. As
placas foram incubadas novamente em estufa a 37 °C com 5 % de CO, por 24

horas.

Foram utilizados fragmentos de latex como controle positivo e discos de
papel atoxico como controle negativo. Para a determinacdo de cada amostra

utilizaram-se quatro placas.

As placas foram observadas macroscopica e microscopicamente e a
citotoxicidade foi constatada pela presenca de halo claro ao redor da amostra
testada. Fez-se a determinacdo do tamanho do halo formado, com auxilio de

paquimetro. A média das leituras das quatro placas foi calculada.

A partir das medidas dos halos formados, os indices de zona (1Z) foram
graduados segundo a USP 28 (2005) (Tabela 8).

Tabela 8 — indice de zona e descricio da reatividade para a avaliacdo do potencial de
citotoxicidade in vitro — método de difusdo em égar.

indice de zona (12) Descricdo da reatividade Classificacao
0 auséncia de efeito sob a amostra nenhuma
1 alteracdo ou degeneracéo celular sob a amostra fraca
2 halo claro somente sob a amostra leve
3 halo entre 0,5 e 1,0 cm ao redor da amostra moderada
4 halo claro maior que 1,0 cm severa

Fonte: USP 28, (2005).
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5.1. MATERIA-PRIMA

As matérias-primas e a SQR utilizadas no desenvolvimento deste trabalho,
foram armazenadas em recipientes ao abrigo da luz. A manipulacdo das mesmas

sempre foi realizada em ambiente escuro.

5.1.1. Andlise qualitativa da matéria-prima

5.1.1.1. Caracteristicas organolépticas

As duas amostras de cetoconazol foram comparadas com a substancia

quimica de referéncia. Ambas apresentaram-se como pé branco.

5.1.1.2. Determinacéo do ponto de fuséo

Determinou-se o ponto de fusdo de Cetol e Ceto2, e apds fez-se a

comparacao com os dados da literatura.

Para a determinacdo do ponto de fusdo, o equipamento, METTLER
TOLEDO modelo FP90, utiliza trés capilares contendo as amostras. Estes sédo
aquecidos com faixa de aquecimento definida enquanto os capilares séo iluminados,
por uma lampada, via um tubo de luz. Trés fotossensores medem continuamente a
intensidade da luz transmitida atraves das amostras. Os sensores ficam situados na

parede exterior e transformam a luz transmitida em um sinal elétrico proporcional.

Os valores encontrados para as matérias-primas e a especificagdo

farmacopéica encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9 -Valores obtidos na determinacdo do ponto de fusdo de Cetol e Ceto2, através do
equipamento METTLER TOLEDO modelo FP90 .

Especificacdo Farmacopéica Ponto de Fuséo (°C) Ponto de Fuséo (°C)
(°C) (USP 28) Cetol Ceto2
150,0 1514
148-152 150,1 151,5
150,2 151,3
Média 150,1 151,4
DPR 0,1 0,1

5.1.1.3. Rotacao especifica

A atividade dptica é funcdo da estrutura quimica da substancia e de sua
concentracdo. A determinacdo do poder rotatdrio serve para estabelecer tanto a

identidade quanto a pureza da substancia (F. Bras 1V, 1988).

O poder rotatério especifico [a] 2° de uma substancia sélida é o angulo de
rotacdo, medido no comprimento de onda da raia D de sodio, A = 589,3 nm, a
temperatura de 20 °C + 0,5 °C, calculado em funcdo de uma camada de 1 dm de

espessura de uma solugcdo que contém a substancia.

Os valores encontrados para Cetol e Ceto2 foram de —0,090° e 0,156°,
respectivamente. Sendo assim os resultados estdo de acordo com o preconizado pela

USP 28 (2005) que indica valores entre -1° e +1° .
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5.1.1.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada consiste na separacdo dos componentes
de uma mistura atraveés da migracdo diferencial sobre uma camada delgada de
adsorvente retido sobre uma superficie plana (COLLINS et al.,, 1997). Para o
cetoconazol, o eluente escolhido, preconizado na USP 28 (2005), foi constituido de
n-hexano, acetato de etila, metanol, agua e acido acético glacial (42:40:15:2:1
VINIVIVIV).

Apos o desenvolvimento do cromatograma, as placas foram secas e
reveladas. As manchas nas placas (extingdo de fluorescéncia) foram visualizadas
atraves de luz ultravioleta (254 nm), pois o adsorvente da placa estava impregnado
com reagentes fluorescentes. Além disso, as placas foram expostas a vapores de
iodo em recipiente fechado, onde os compostos organicos se tornaram visiveis

(manchas marrons).

O resultado obtido demonstrou similaridade das manchas entre amostra e
SQR. O valor de Rf encontrado para Solucéo teste 1 e 2, Solucéo padréo e Solugdo

padrdo diluida foi de 0,33. Nenhuma mancha secundaria foi observada.

5.1.1.5. Espectrofotometria de absorcéo na regido do infravermelho

A radiagdo no infravermelho corresponde a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. Embora o
espectro no infravermelho seja caracteristico da molécula como um todo, certos
grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
frequiéncia, independentemente da estrutura da molécula. E justamente a presenca
destas bandas caracteristicas de grupos que permite, através de simples exame do
espectro e consulta a tabelas, a identificacdo de estruturas (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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As matérias-primas e a SQR apresentaram as mesmas bandas de absor¢éo na

regido do infravermelho, como pode ser observado na Tabela 10, com suas devidas

atribuicdes. O espectro na regido do infravermelho para o cetoconazol SQR, Cetol

e Ceto2 encontram-se representados nas Figuras 2, 3 e 4, respectivamente.

%T
90.00 90.00
80.00 80.00
60.00 Avm //\ Il /\WA wﬂﬂvﬂ 60.00
Aﬂ nl\
40.00 \JUV VV | V 40.00
20.00 20.00
10.00 10.00
4000.0 2000.0 1500.0 1000.0 600.0
Figura 2 - Espectro na regido do infravermelho do cetoconazol SQR.
%T
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4000.0 2000.0 1500.0 1000.0 600.0

Figura 3 - Espectro na regido do infravermelho da matéria-prima denominada Cetol.
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Figura 4 - Espectro na regido do infravermelho da matéria-prima denominada Ceto2.

Tabela 10 — Freqléncias de absor¢do das principais bandas do cetoconazol e suas respectivas
atribuigdes, na regido do infravermelho.

Banda (cm ™) Atribuictes
3119,3 Deformacéo axial do C-H do anel aromatico
2883,9 e 2831,8 Deformacéo axial do C-H de grupamentos metila e
metileno
1647,4 Deformagcéo axial do C=0 de grupamento amida
1512,4 Deformacéo axial do C=C do anel aromético
1458,4 Deformagcéo angular do C-H de grupamentos metila
e metileno
1259,7 Deformacéo axial de C-N do anel imidazélico
12442 Deformacéo axial de C-O-C de grupamento éter
1051,3 Deformacéo axial de C-Cl do anel aromatico
814,1e673,2 Deformacédo angular fora do plano de C-H de anel

aromatico
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5.1.1.6. Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Apds a obtencdo dos espectros de absorcdo na regido do ultravioleta para

SQR (Figura 5), Cetol (Figura 6) e Ceto2 (Figura 7), p0de-se observar que as

matérias-primas apresentaram 0s maximos de absor¢do nos mesmos comprimentos

de onda que a SQR. Além disso os espectros obtidos apresentaram o mesmo perfil

de absorcao.
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Figura 5 — Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta para SQR, utilizando equipamento
SHIMADZU UV-1601 PC e cubetas de quartzo de 1 cm de percurso optico.
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Figura 6 — Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta para Cetol, utilizando equipamento
SHIMADZU UV-1601 PC e cubetas de quartzo de 1 cm de percurso Optico.
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Figura 7 — Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta para Ceto2, utilizando equipamento
SHIMADZU UV-1601 PC e cubetas de quartzo de 1 cm de percurso Optico.

5.1.1.7. Perda por dessecacao

Os valores de umidade encontrados foram de 0,008 % para Cetol e 0 % para
Ceto2. Os valores encontram-se dentro da faixa especificada pela USP 28 (2005)

que deve ser inferior a 0,5 % de umidade.

5.1.2. Analise quantitativa

5.1.2.1. Volumetria em meio ndo-aquoso (VMNA)

Cetol e Ceto2 foram quantificados por volumetria em meio n&o-aquoso,
segundo USP 28 (2005). Foram feitas trés determinacGes de cada matéria-prima. Na

Tabela 11 encontram-se 0s teores e a especificacdo farmacopeica.
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Tabela 11 - Valores obtidos na determinacdo do teor de Cetol e Ceto2 através de método de
VMNA descrito no item 4.3.2.1.

Especificacdo Farmacopéica Teor (%) Teor (%)
(%) (USP 28) Cetol Ceto2
99,9 1011
98,0-102,0 99,9 99,0
100,1 99,7
Média 100,0 99,9
DPR 0,1 1,1

Apos as analises qualitativas e quantitativas das matérias-primas (Cetol e 2)
concluiu-se que as mesmas encontravam-se de acordo com as especificacOes
farmacopéicas (USP 28, 2005).

A matéria-prima denominada Cetol foi utilizada para o preparo da
formulagéo (Xb-ceto) que foi utilizada para o desenvolvimento e validagédo dos dois
métodos de analise quantitativa: cromatografia liquida de alta eficiéncia e ensaio
microbiolégico. A matéria-prima Ceto2 foi empregada nos estudos de estabilidade

do farmaco e avaliacdo da seguranca bioldgica do xampu de cetoconazol.

5.2. FORMAS FARMACEUTICAS

5.2.1. Xampu de cetoconazol 2 % preparado no laboratorio (Xb-Ceto)

Segundo THOMA e KUBLER (1997), os excipientes podem influenciar
fortemente a fotoestabilidade de substancias, portanto a escolha da formulacdo de
Xb-ceto foi feita tentando utilizar o menor nimero de excipientes possiveis, para
diminuir a possivel interferéncia dos mesmos. Adicionou-se a formulacdo o0s

excipientes necessarios para o desenvolvimento do xampu.
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Como tensoativo para o Xb-ceto, optou-se pelo lauril éter sulfato de sodio
(Figura 8) que é um tensoativo anidonico. Os mecanismos fisico-quimicos que

caracterizam a detergéncia sdo (WOLF et al., 2001):

v" diminuicdo da forca de ligacdo entre a queratina e as sujidades através da
diminuicdo da tens@o superficial, de modo a facilitar a remogéo das

particulas,
v' transferéncia da oleosidade para o veiculo aquoso,

v" dispersdo/suspensédo do dleo e das particulas de sujidades na espuma.

R-O(CH,CH;0),CH,CH,-0-SO3 Na*

R € uma mistura de grupos alquila Ci,-sen=1a4

Figura 8 - Estrutura quimica do lauril éter sulfato de sédio

Como agente estabilizador de espuma foi empregada a dietanolamida de
acido graxo de coco. Algumas vezes estes compostos também contribuem para
aumentar a viscosidade do produto final. Para a preparacdo de xampus é comum a
adicdo de estabilizadores de espuma, pois é freqliente a associacdo da detergéncia
ao poder de espuma, entretanto estas propriedades nem sempre sdo concomitantes,
ja que existem tensoativos eficazes na detergéncia e que possuem fraco poder de
espuma (BOUILLON, 1996).

A viscosidade do Xb-ceto 2 % foi aumentada através da adicdo de cloreto de
sodio, que teve como conseqliéncia um aumento na resisténcia ao movimento.
Adicionou-se, também, a formulacdo, metilparabeno que é um conservante da

classe dos hidroxibenzoatos. Sua estrutura quimica esté representada na Figura 9.
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Figura 9 - Estrututa quimica do metilparabeno

O controle apropriado do pH desempenha papel fundamental na obtencédo de
formulagdes farmacéuticas eficazes e com as caracteristicas mais adequadas para 0s
fins a que se destinam (PRISTA et al., 1995). Na realidade, o valor apropriado de
pH é importante, pois este pode alterar a solubilidade e a estabilidade do farmaco na

formulacdo, causar irritacdo ao paciente e, ainda, pode alterar o efeito terapéutico.

Em geral, o pH ideal para os xampus esta na faixa de 5,5 a 6,5, sendo que
desta forma ndo ocorre irritacdo ao usuario (FERREIRA, 2002). Considerando que
0 cetoconazol € soltvel em meio acido, optou-se pela solubilizacdo do farmaco em
HCI M e apos ajuste do pH final com NaOH M para 5,5. Utilizou-se o HCI, pois em
trabalhos anteriores (STAUB et al., 2002) verificou-se a baixa solubilidade do
cetoconazol em solucdes diluidas de acido citrico pela formacgéo de precipitado no
fundo do frasco. Com HCI, o farmaco permaneceu soluvel, isto é, ndo se observou
precipitado no fundo do frasco. Entretanto, todas as formulag6es avaliadas, em HCI

ou &cido citrico, desenvolveram coloragdo avermelhada.

A agua, responsavel pela diluicdo do tensoativo, € uma matéria-prima
utilizada em alta concentracdo nas formulacbes de xampu. Para o Xb-ceto, as

qualidades da mesma foram asseguradas.
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5.2.2. Xampu comercial de cetoconazol 2% (Form1 e Form?2)

As formulacGes comerciais sdo muito mais complexas que o0 xampu
preparado no laboratoério, por possuirem varios excipientes. A Forml utiliza como
tensoativos o lauril poliglicol-éter sulfosuccinato sédico e o sulfato sédico de lauril

poliglicol-éter.

Foram utilizadas as alcanolamidas de acidos graxos (dietanolamida de acido
laurico, miristico, palmitico, estearico e oléico) como funcdo de formadores de
espuma. Laurdimoneo de coldgeno hidrolisado foi utilizado para obtengdo de um
cabelo mais suave e macio, pois apresenta propriedades condicionantes. Dioleato de
macrogol-120 metil glicose apresenta propriedades espessantes. Como conservante

foi utilizada a imiduréia.

O HCI foi utilizado como agente de solubilizagdo do cetoconazol e,
provavelmente, a eritrosina sodica, empregada como corante, tenha sido adicionada

devido a modificacdo de cor que o produto sofre com o passar do tempo.

A Form2 contem, como tensoativos, lauril éter sulfato de sodio e lauril éter
sulfosuccinato de sodio. A dietanolamina de &cido graxo de coco foi empregada,
pois é agente estabilizador da espuma. Como conservante foi utilizada a

imidazolidinil uréia.

Para solubilizacdo do farmaco e ajuste do pH foram utilizados HCI e NaOH,
respectivamente. O cloreto de sodio e o trioleato de metil glicose foram empregados
como agentes espessantes. Provavelmente o corante vermelho Ponceaux 4R foi

adicionado, pois o produto adquire coloracdo avermelhada.
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5.2.3. Solucdo metanodlica 2 % (Sol-ceto)

Com o objetivo de avaliar o farmaco sem a interferéncia dos excipientes do
xampu, preparou-se uma solugdo metandlica de cetoconazol a 2 %. Utilizou-se a
mesma concentracdo da substancia ativa que é utilizada para o xampu, pois segundo
TONNESEN (2001) a concentracdo do farmaco influencia o processo de

fotodegradacao.

5.3. ANALISE DAS FORMAS FARMACEUTICAS

5.3.1. Andlise qualitativa

5.3.1.1. Caracteristicas organoléepticas

A amostra de xampu (Xb-ceto) adquiriu coloracdo avermelhada 1 dia ap6s a
preparacdo da mesma. A solucdo (Sol-ceto) levou mais tempo para adquirir
coloracdo avermelhada (duas semanas). E importante salientar que as amostras
utilizadas para a validacdo dos métodos foram armazenadas protegidas da luz. Para
as amostras comerciais (Forml e Form2), ndo foi possivel fazer a anélise quanto a

formacéo de cor devido a presenca de corante.

O Xb-ceto e a Sol-ceto ndo apresentaram odor forte. As amostras comerciais

continham fragrancias.

5.3.1.2. Determinacao da densidade

A determinacdo da densidade relativa das formulagdes de xampu foi
realizada logo apds a preparacdo do Xb-ceto e no momento da aquisi¢cdo das

formulacgdes comerciais. Os resultados encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 12 - Valores da determinacdo da densidade de Xb-ceto, Form1 e Form2.

Amostra Densidade relativa
Xb-ceto 1,028

Forml 1,062

Form2 1,030

E importante salientar que a concentracio do cetoconazol no Xb-ceto foi
expressa em g/ml. Portanto, para a determinacdo do teor do farmaco no xampu,
através dos métodos desenvolvidos e validados, a pesagem da amostra era realizada,
sendo necessaria a correcdo da massa. Para as formulacBes comerciais a

concentracdo foi expressa em g/g.

5.3.1.3. Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada logo ap6s a aquisicdo das formulagdes
comerciais. Para a Form1 o valor encontrado foi de 6,58 e para a Form2 foi de 6,72.
Para a amostra Xb-ceto o pH de 5,5 foi ajustado no momento da preparacdo da

formulacao.

5.3.1.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A extracdo com solvente é uma técnica muito utilizada para separar um

composto organico de solugdes ou suspensdes aquosas onde se encontra.

A extracdo do cetoconazol do xampu fundamentou-se no fato de que o

farmaco € soltvel em solvente organico e pouco soltuvel em agua. Apos a adicédo do
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diclorometano e agitacdo ocorreu a formagéo de duas fases, sendo que a substancia

passou em maior parte da fase aquosa para o solvente.

Optou-se pela extracdo com trés porcOes de solvente, apesar de K
(coeficiente de particdo) ser grande, uma porcdo significativa do soluto ficaria
presente em ambas as fases ap0s uma extracdo simples. Sendo assim, fez-se a
extracdo do soluto com trés porgbes de diclorometano; desta forma a extracdo foi

praticamente total.

Para as amostras de cetoconazol extraidas do xampu, optou-se pelo mesmo
eluente escolhido para a matéria-prima (item 4.3.1.4.), pois, ap0s varias tentativas, o

melhor resultado foi encontrado com o0 mesmao.

Apo6s o desenvolvimento do cromatograma, as placas foram secas e
reveladas. Da mesma forma que para a matéria-prima, as manchas nas placas foram
visualizadas através de luz ultravioleta (254 nm) e expostas a vapores de iodo em

recipiente fechado.

O resultado obtido (Figura 10) demonstra a similaridade das manchas entre
amostras e padrdo. O valor de Rf encontrado foi de 0,33. Observou-se uma mancha
secundaria na amostra Xb-ceto com Rf de 0,75, sendo a mancha atribuida ao
conservante -metilparabeno- constituinte da formulacdo, uma vez que foi feito um
branco (formulagdo sem o cetoconazol) e observou-se a presenca da mancha. Para

as outras amostras ndo foram observadas manchas secundarias.
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Figura 10 — Representacdo do cromatograma em camada delgada, utilizando n-hexano, acetato de
etila, metanol, 4gua e acido acético (42:40:15:2:1 VIVIVIVIV) como eluente. Valor de Rf do
cetoconazol de 0,33. Solucéo padréo (1), Solucéo padréo diluida (2), Forml (3), Form2 (4), Xb-
ceto (5) e Sol-ceto (6)

5.3.2. Analise quantitativa

N&o existem metodologias oficiais para o doseamento de cetoconazol em
xampu. Para o desenvolvimento deste trabalho, foi necessario o desenvolvimento e
a validacdo de métodos que tornassem possivel a determinacdo do teor do farmaco
nas formulacdes, para posterior estudo da estabilidade do mesmo. Para tanto, dois
métodos foram desenvolvidos e validados: a cromatografia liquida de alta eficiéncia

e 0 ensaio microbioldgico.
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5.3.2.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica frequentemente
empregada na quantificacio de farmacos em formulagbes farmacéuticas
(WATSON, 1999).

As condicBes cromatogréaficas utilizadas no desenvolvimento e validacdo do
método por CLAE foram adaptadas de trabalhos descritos na literatura. Algumas
modificacbes foram realizadas com o objetivo de otimizar a quantificacdo do
farmaco na forma farmacéutica xampu. A proposta foi desenvolver um método

rapido e sensivel, validando os parametros que dao confiabilidade ao mesmo.

Para a andlise de muitos farmacos empregam-se detectores UV/Vis,
fornecendo assim um método de analise exato, preciso e robusto. A cromatografia
juntamente com a deteccdo UV/Vis é capaz de monitorar a estabilidade de farmacos
e formulac@es, detectando produtos de degradacdo. Portanto, 0 método foi escolhido
para determinar o teor do cetoconazol durante o estudo de estabilidade, assim como

a deteccdo de produtos de degradacdo formados.

Segundo a USP 28 (2005) para a quantificacdo do farmaco em suspensdo
oral e comprimidos, os comprimentos de onda empregados s&o 223 e 225 nm,
respectivamente. Optou-se em desenvolver o método em A de 225 nm, onde o

farmaco apresenta uma boa absorcéo.

A partir dos dados relatados na literatura, foram experimentalmente testadas
diferentes composicdes de fases mdveis, variando-se, basicamente, a proporcao da
fase organica. Sendo assim, optou-se pela seguinte fase mdvel:

monoisopropilamina-metanol 2:500 / acetato de amdnio-agua 1:200 (7:3).

O acetato de amonio foi utilizado, pois melhorou os pardmetros
cromatograficos do pico relativo ao cetoconazol. O ion amdnio comporta-se como
acido fraco e a dissolucdo de seus sais resulta em solugdes &cidas ou neutras
(DISCHER, 1966).
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A monoisopropilamina foi adicionada a fase mével com o objetivo de reduzir
a assimetria do pico. Segundo WATSON (1999), a amina fica adsorvida aos
grupamentos silanais livres presentes nas colunas de fase reversa, impedindo que as
substancias com caracteristicas bésicas interajam com estes grupamentos,

aumentando a cauda do pico.

Considerando que a coluna empregada (LiChrospher® 100 RP-8, 5 um (150
mm x 4,6 mm)) é a base de silica, optou-se por acidificar a fase movel, devido a
presenca da monoisopropilamina que eleva o pH, pois essas colunas ndo suportam
pHs muito alcalinos. Sendo assim, o pH final da solucéo foi ajustado para 5,5 com

acido acético.

O cetoconazol é uma base fraca e apresenta dois valores de pKa. A molécula
(Figura 11) possui quatro nitrogénios na estrutura, sendo que somente dois
apresentam carater acido-base. Os nitrogénios “B” e “D” sdo neutros, pois 0s pares
de elétrons contribuem para a aromaticidade do anel imidazdlico e ressonancia com
0 grupo carbonila adjacente, respectivamente. Provavelmente o nitrogénio “A” do
anel imidazolico seja o nitrogénio mais basico da molécula, apresentando o maior
valor de pKa (6,5). O nitrogénio “C”, conjugado com o anel aromaético, apresenta o
valor de pKa menor (2,9), pois o par de elétrons estd em ressonancia, levando a uma

diminuicéo da sua disponibilidade para protonacdo (CURRIE et al., 1996).
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Figura 11 — Estrutura do cetoconazol.

Utilizando a equacdo 7 (WATSON, 1999) pode-se dizer que no pH de 5,5,
considerando o pKa de 6,5, cerca de 90 % do farmaco estara ionizado. Sendo assim,
nesse pH ocorre uma diminui¢cdo no tempo de retencdo e na assimetria do pico, pois

a molécula estando ionizada apresenta maior afinidade pela fase moével que é polar.

Base: % ionizada= 10P<*-P" % 100

pKa - pH
1+10 Equacéo 7

As Figuras 12, 13, 14 e 15 apresentam 0s cromatogramas do cetoconazol
SQR, Xb-ceto, Forml e Form2, respectivamente. Os parametros cromatograficos
relativos ao pico do farmaco foram os seguintes: tempo de retencdo de 4,1 minutos,
fator de capacidade de 25,8, resolucédo de 3,19, fator de cauda de 1,38 e nimero de
pratos teoricos de 1800. Para a amostra de Xb-ceto o pico com tempo de retencéo
de 1,8 minutos é relativo ao conservante — metilparabeno — presente na formulag&o.
No cromatograma da Forml também aparece pico no tempo de retencdo de 1,8

minutos que foi atribuido a um dos constituintes da formulag&o.
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Figura 12 — Cromatograma do cetoconazol SQR (300 pg/ml), obtido por CLAE com comprimento
de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol
(2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/IV) pH 5,5 como fase mdvel.
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Figura 13 - Cromatograma da amostra Xb-ceto (320 ug/ml), obtido por CLAE com comprimento
de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol
(2:500, V/V)/acetato de amdnio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase mdvel.
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Figura 14 - Cromatograma da amostra Form1 (320 ug/ml), obtido por CLAE com comprimento de
onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol
(2:500, V/V)/acetato de amdnio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase mdvel.
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Figura 15 - Cromatograma da amostra Form2 (320 pg/ml), obtido por CLAE com comprimento de
onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol
(2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.
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5.3.2.1.1. Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico é a capacidade de obter
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise. A
linearidade pode ser determinada através da elaboragdo de curvas padrdo com no

minimo cinco niveis de concentracdo (ICH, 1996b).

Na Tabela 13 estdo apresentados os valores das areas obtidas na elaboracéo

da curva padrao, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tabela 13 - Valores das areas obtidas na elaboracdo da curva padrdo do cetoconazol por CLAE
com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e
monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5
como fase movel.

Concentracao

SQR (pg/ml) Dia 1* Dia 2* Dia 3* Média DPR
60,0 3605365 3490946 3566009 3554107 1,6
120,0 7095180 6914808 6936409 6982132 1,4
240,0 13754679 13729973 13816348 13767000 0,3
360,0 20659315 20930560 20603896 20731257 0,8
480,0 27409143 27319381 27139266 27289263 0,5

*cada valor representa a média de trés injecoes

A Figura 16 indica a representacdo grafica da curva padrdo com a sua
respectiva equacdo da reta, obtida por regressdo linear através do método dos

minimos quadrados.

A Tabela 39 (Anexo 1) apresenta os resultados dos tratamentos estatisticos
sobre os valores das areas encontradas na obtencdo da curva padrdo por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 16 - Representacdo grafica da média das trés curvas padrdo de cetoconazol e sua respectiva
equacéo da reta, obtidas por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase
reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de amdnio-agua (1:200, p/V)
(7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.

5.3.2.1.2. Precisao

A precisdo do meétodo analitico representa o grau de concordancia entre 0s
resultados de analises individuais quando o procedimento é aplicado repetidamente

a multiplas aliquotas de uma amostra homogénea (ICH, 1996b).

Os valores experimentais encontrados na determinagdo das amostras Xb-
ceto, Form1 e Form2 pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia estdo

apresentados nas Tabelas 14, 15 e 16, respectivamente.
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Tabela 14 — Valores experimentais obtidos na determinacdo de cetoconazol em xampu (Xb-Ceto)
por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e
monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5
como fase movel.

Dias Teor (mg/ml)* Teor (%)* Média (%) DPR
20,1; 19,9 100,4; 99,3
1 20,3; 20,0 101,5; 100,1 100,6 0,8
20,3; 20,1 101,3; 100,7
20,5; 20,6 102,6; 102,8
2 20,6; 20,7 102,9; 103,3 102,6 1,0
20,1; 20,7 100,6; 103,3
20,6; 20,9 103,0; 104,6
3 20,9; 21,1 104,5; 105,3 104,7 0,9
21,1; 21,1 105,3; 105,4
Média entre dias 102,6
DPR entre dias 0,4

*cada valor representa a média de trés injecoes

Tabela 15 — Valores experimentais obtidos na determinagdo de cetoconazol em xampu (Forml)
por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e
monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5
como fase movel.

Dias Teor (mg/ml)* Teor (%)* Media (%0) DPR
19,8; 20,1 99,1; 100,3
1 20,1; 20,1 100,7; 100,5 100,1 0,5
20,0; 20,0 100,1; 100,0
19,3; 19,6 96,3; 97,9
2 19,5; 19,5 97,7; 97,6 97,5 0,6
19,6; 19,6 97,9; 97,8
20,0; 20,1 100,2; 100,5
3 19,9; 19,9 99,3; 99,6 99,9 0,5
20,0; 19,9 100,2; 99,5
Média entre dias 99,2
DPR entre dias 0,3

* cada valor representa a média de trés injecdes
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Tabela 16 — Valores experimentais obtidos na determinacdo de cetoconazol em xampu (Form2)
por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e
monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5
como fase movel.

Dias Teor (mg/ml)* Teor (%)* Média (%) DPR
20,4; 20,4 101,8; 102,0
1 20,0; 20,3 99,8; 101,7 101,4 1,0
20,1; 20,5 100,6; 102,5
20,0; 20,1 100,2; 100,6
2 20,1; 20,0 100,5; 99,8 100,5 0,5
20,3; 20,1 101,4; 100,4
20,3; 20,5 101,7; 102,5
3 20,2; 20,1 100,8; 100,6 101,3 0,7
20,2; 20,2 101,0; 101,2
Média entre dias 101,1
DPR entre dias 0,5

* cada valor representa a média de trés injecdes

5.3.2.1.3. Especificidade

A especificidade de um método é definida como a habilidade de avaliar de
forma inequivoca a substancia de interesse na presenca de componentes que
poderiam interferir com a sua determinacdo numa mistura complexa. Apés a analise
do cromatograma do Xb (item 4.4.1.1.) verificou-se que 0s excipientes ndo
interferem no pico relativo ao cetoconazol, pois o tempo de retencdo dos excipientes

foi de 1,8 minutos (Figura 17).

A especificidade de um metodo analitico dentre outras formas, pode ser
avaliada através da determinacdo da pureza do pico cromatografico, utilizando
detector de arranjo de diodos (ANVISA, 2003), o qual mostra gréafica e
numericamente, a similaridade do espectro do pico da substancia de interesse.
Sendo assim, a pureza do pico do cetoconazol em Forml e Form2 foi determinada

atraves da pureza total do pico (Figuras 18 e 19).
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Figura 17 - Cromatograma do placebo (Xb), obtido por CLAE com comprimento de onda de
225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato
de amdnio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/IV) pH 5,5 como fase médvel.

Furity Curve
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Figura 18 - Curva de pureza apresentada para Forml, indicando a pureza total do pico do
cetoconazol de 0,999993, obtido por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando
coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua
(2:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.
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Figura 19 - Curva de pureza apresentada para Form2, indicando a pureza total do pico do
cetoconazol de 0,999997, obtido por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando
coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua
(2:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.

A pureza total do pico é calculada através da comparacdo de todos os
espectros de um pico cromatografico com o espectro de referéncia, sendo que o
espectro do &pice do pico é utilizado como referéncia. Quanto mais proximo de 1,0
for o indice de similaridade, mais similar ou mais puro € o pico cromatografico
(SHIMADZU, 2001).

5.3.2.1.4. Exatidéo

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacdo para a

amostra Xb-ceto, cujos resultados podem ser observados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Valores experimentais obtidos no teste de recuperacao para amostra Xb-ceto através de
CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e
monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5
como fase movel.

Amostra Concentracdo adicionada  Concentragdo recuperada  Recuperagdo

(ng/ml) (ng/mi)* (%)

R1 44,0 433 98,4
R2 88,0 85,5 97,1
R3 132,0 126,8 96,0
Média 97,2
DPR 1,2

*cada valor representa a média de trés dias de andlise, sendo a amostra injetada em
triplicata

A exatiddo também pode ser inferida desde que a linearidade, precisdo e
especificidade tenham sido estabelecidas. Assim pode-se inferir que o método
utilizado é exato, também, para as formula¢Ges comerciais (Forml e Form2), visto

que esses parametros foram avaliados (ICH, 1996b).

5.3.2.1.5. Robustez

A robustez indica a capacidade do método de fornecer resultados confidveis
mesmo quando alguns parametros sdo modificados. Para a CLAE algumas
modificacbes que podem ser feitas sdo variacdes no pH ou na composicdo da fase

movel e avaliacdo da estabilidade da solucdo SQR.

A solucgéo de cetoconazol SQR demonstrou-se estavel durante os trés dias de
analise. A Tabela 18 mostra os valores de areas absolutas obtidas durante os dias de
andlise. Este ensaio visa a avaliar se as solucGes utilizadas na validagdo do método

permanecerdo estaveis durante o periodo de execucdo dos ensaios.
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Tabela 18 — Valores de areas absolutas da solucdo de cetoconazol SQR (300 pg/ml), nos trés dias
de anélise, obtido por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase
reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de amdnio-agua (1:200, p/V)
(7:3, VIV) pH 5,5 como fase maével.

Tempo (dias) Areas
1 16016133
2 16214461
3 16153803
DPR 0,6

As modificacdes feitas na fase movel alteraram sensivelmente o tempo de
retencdo do farmaco, entretando as areas absolutas obtidas ndo variaram. A
diminuicdo da fase orgénica aumentou o tempo de retencdo do farmaco (Figura 20),
que passou de 4,1 para 5,7 minutos; no entanto, os demais parametros ndo sofreram

alteracdo. N&o se observou a formacao de picos secundarios.
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Figura 20 - Cromatograma da solugéo de cetoconazol SQR (300 nug/ml), obtido por CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e fase mével com diferente
proporcao de metanol e agua (6,5:3,5 v/v) pH 5,5.
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A diminuigé&o do pH diminuiu o tempo de retencdo (Figura 21). No pH de 4,5
o0 farmaco esta totalmente ionizado tendo menor afinidade pela coluna. Entretanto, o
tempo de retengédo (2,5 minutos) obtido com o menor valor de pH n&o teria uma boa
resolucdo do pico do farmaco, considerando que nos cromatogramas das amostras

de xampu, os excipientes apresentam um tempo de retencdo de 1,8 minutos.
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Figura 21 - Cromatograma da solugéo de cetoconazol SQR (300 nug/ml), obtido por CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 4,5 como fase movel.

5.3.2.1.6. Limites de detec¢do e quantificacéo

O limite de detecgdo € a menor quantidade da substancia ativa que pode ser
detectada. O valor encontrado a partir das curvas padrdo do cetoconazol foi de
0,076 pg/ml.

O limite de quantificacdo € a quantidade minima de amostra que pode ser

quantificada com precisdo e exatiddo adequadas. A partir das curvas padrdo do
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cetoconazol o limite de quantificacdo encontrado para a substancia ativa foi de
0,23 pg/ml.

5.3.2.1.7. Validade do ensaio

A linearidade do método foi avaliada através do desenvolvimento de trés
curvas padrdo. A analise de regressao linear forneceu a equacao da reta y = 56671x
+ 183697, com coeficiente de correlacdo de 0,9999. A regressdo linear foi

significativa para p < 0,05 e desvio da linearidade nao significativo.

A precisdo do método foi determinada, através do desvio padrédo relativo,
entre 0s teores obtidos nas amostras de Xb-ceto, Forml e Form2. O DPR de cada
amostra variou entre 0,8 e 1,0 % para Xb-ceto, 0,5 e 0,6 % para Forml e 0,5 e

1,0 % para Form2.

O método mostrou-se especifico e no teste de recuperacdo, determinado na
amostra Xb-ceto, o valor médio observado foi de 97,2 %, com DPR de 1,2 %. Para
as amostras comerciais a exatiddo do método pdde ser inferida, pois foi determinada

a linearidade, a precisao e a especificidade do mesmo.

Os limites de deteccdo e quantificagdo encontrados foram de 0,076 ug/ml e

0,23 ug/ml, respectivamente.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi validado mostrando-
se linear, preciso, especifico, exato e robusto (STAUB e BERGOLD, 2004).
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5.3.2.2. Ensaio microbioldgico

A atividade (poténcia) de quimioterapicos pode ser demonstrada, com
condicbes adequadas, atraves do efeito de inibicdo do crescimento de
microrganismos. Uma diminuicdo da atividade microbiana pode revelar
modificagdes sutis na atividade dos farmacos, ndo demonstradas por métodos
quimicos (USP 28, 2005).

Foi desenvolvido o delineamento 3 x 3 de acordo com a Farmacopéia
Brasileira (F. Bras IV, 1988) e Farmacopéia Européia (Ph. Eur., 2002), isto é, em
cada placa de Petri foram distribuidas trés concentraces do padrdo e trés
concentracGes da amostra. No delineamento 3 x 3, a diferenca dos halos de inibi¢do
obtidos entre padrdo e amostra € menor, pois todos estando na mesma placa,
encontram-se nas mesmas condig¢des, uma vez que o crescimento do microrganismo
€ 0 mesmo em toda placa. Sendo assim, a variacdo que pode vir a ocorrer entre

padrdo e amostra é menor, facilitando o desenvolvimento e validagdo do método.

Varios pardmetros podem influenciar o desempenho do ensaio

microbioldgico; alguns fatores foram avaliados antes da validacdo do método.

O primeiro passo, foi a avaliagdo da resposta da amostra frente ao padréo.
Observou-se que a SQR, quando adicionada na placa sem a presenca dos
excipientes do xampu, formava halos muito maiores que os halos formados pela
amostra. 1sso ocorre, pois 0s constituintes da formulacgéo interferem na difuséo do
farmaco na placa. Como a difusdo da substancia no agar é determinante do tamanho
da zona de inibigéo de crescimento, optou-se por adicionar 0 xampu base ao baldo
volumétrico, ap6s a pesagem da SQR e solubilizacdo da mesma em éacido, no

preparo das solucdes de cetoconazol SQR.

Além disso, é importante ressaltar que, tanto no preparo das solucdes de
cetoconazol SQR quanto das solugdes amostras, foi adicionado polissorbato 80.
Como se tratava de uma formulacdo contendo conservante (metilparabeno), foi

necessaria a inibicdo do mesmo, para que esse ndo atuasse sobre 0 microrganismo.
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Foi adicionado 1 % de polissorbato 80 na diluicdo inicial, pois esse é capaz de inibir
fenois e derivados (PINTO et al., 2000). Para tanto, durante o desenvolvimento do
método, foi avaliado um branco, isto €, todos constituintes da formulagdo na
auséncia do farmaco em andlise, adicionado, da mesma forma que padrdo e amostra,
de polissorbato 80. Pode-se observar que, no cilindro que continha o branco, nédo

ocorreu formacéo de halo de inibicao.

Optou-se por trabalhar com a Candida albicans, pois o cetoconazol é
bastante ativo contra esse microrganismo, sendo um dos farmacos de escolha no
tratamento de candidiase. Além disso, o crescimento do microrganismo foi

homogéneo e os halos de inibigdo formados apresentaram-se bem definidos.

Ao se iniciar a aplicacdo de uma metodologia, deve ser feita a padronizagéo
do inoculo, a partir de testes preliminares. A concentracdo do indculo empregada
deve ser suficiente para apresentar crescimento homogéneo do microrganismo,
propiciando um contraste com a zona de inibicdo de crescimento, sem apresentar
colonias isoladas. Os melhores resultados e o crescimento mais uniforme foram

obtidos com o inéculo com concentracéo de 0,5 %.

Utilizou-se alcool metilico como diluente inicial para uma melhor extracdo
do farmaco, uma vez que o cetoconazol é soltvel nesse solvente. A diluicdo final
ndo pode ser feita em solvente organico, no método de cilindros em placas, pois o
microrganismo seria também inibido pelo solvente além do antifingico. Sendo
assim, avaliou-se solugdes tampao em diferentes pH como diluente final. Observou-
se que, em solucdo tampao pH 6,0, os halos de inibicdo formados foram maiores e
mais uniformes. E importante ressaltar que o pH do sistema deve ser compativel
com o crescimento microbiano e com a estabilidade e atividade das substancias

testadas.

As concentragdes utilizadas na curva de dosagem devem estar em progressao
geométrica, uma vez que existe relacdo linear entre o logaritmo da concentracdo e o

didmetro dos halos de inibicdo de crescimento. As concentragdes de 20,0; 100,0 e
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500 ug/ml foram empregadas, pois apresentaram excelentes resultados, atraves de
analise estatistica. A razdo entre doses escolhida foi de 5, pois os halos formados,
tiveram maior diferenga no tamanho entre as trés concentragdes utilizadas, tanto

para amostra quanto para padrdo, facilitando a analise dos resultados.

A tentativa de trabalhar com discos de papel, como reservatorio da solucéo
contendo o farmaco, foi avaliada, pois o disco permite a aplicacdo de amostras
diluidas em solvente organico alem de facilitar a manipulacdo das placas. No
entanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios, pois os halos formados néo

foram uniformes. Optou-se, entdo, pelo método de cilindros em placas.

A velocidade de crescimento do microrganismo é afetada diretamente pela
composicdo do meio. Dois meios de cultura com pequenas diferencas entre si foram
avaliados, e observou-se que com o agar Sabouraud dextrose 2 %, o crescimento do

microrganismo na placa com um inéculo de 0,5 %, foi melhor.

Em relacdo a incubacdo, deve haver uma combinacdo entre tempo e
temperatura. Com tempo de 16 horas de incubagdo 0 microrganismo cresceu, mas o
crescimento ndo ficou uniforme. Com 24 horas de incubacgéo, os halos formados

ficaram pequenos. Portanto, os melhores resultados foram com 18 horas de

incubagdo com temperatura de 35 = 2 °C.

5.3.2.2.1. Linearidade

Os valores dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento do
microrganismo, obtidos para as solu¢des em diferentes concentracdes de padrdo de
cetoconazol e amostra de xampu de cetoconazol (Xb-ceto), encontram-se na Tabela
19. A Figura 22 representa a placa com os halos de inibicdo formados pelo

cetoconazol amostra e pelo cetoconazol SQR.
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Tabela 19 - Valores dos diametros dos halos de inibigdo, no doseamento de xampu de cetoconazol
(Xb-ceto), obtidos através de ensaio microbioldgico - método de difusdo em &gar- cilindros em
placas utilizando meio de cultura Agar Sabouraud-dextrose 2%, Candida albicans como
microrganismo teste, tempo de incubacgdo de 18 horas e temperatura de 35 + 2 °C.

Concentracgéao Diametro dos halos

(ng/ml) de inibicdo (mm)* Diametro médio DPR
13,73; 13,82

P1 20,0 14,04; 13,98 13,67 4,0
13,86; 12,56
17,37; 17,54

P2 100,0 17,50; 17,58 17,45 2,2
17,91; 16,77
20,34; 20,57

P3 500,0 20,37; 20,39 20,71 2,3
21,09; 21,52
13,91; 13,72

Al 20,0 13,64; 13,69 13,57 3,5
13,84; 12,62
17,47; 17,84

A2 100,0 17,85; 17,77 17,61 3,0
18,08; 16,62
20,55; 20,64

A3 500,0 20,56; 20,65 20,87 2,1
21,18; 21,62

*cada valor representa a média de oito halos de inibigédo

Figura 22 — Doseamento microbiologico (método de difusdo em agar- cilindros em placas),
utilizando Candida albicans ATCC 10231 como microrganismo teste, meio de cultura Agar
Sabouraud-dextrose 2%, tempo de incubacéo de 18 horas e temperatura de 35 + 2 °C. Cetoconazol
SQR com concentrac¢Bes de 20 (P1); 100 (P2) e 500 (P3) ug/ml e xampu de cetoconazol (Xb-ceto)
com concentragdes de 20 (A1); 100 (A2) e 500 (A3) pg/ml.
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A representacdo grafica da curva padrdo e a equacdo da reta, determinada

pelo método dos minimos quadrados, estdo representados na Figura 23.

y = 5,0286x + 7,2195
R’ = 0,9982

20 +
15 4

didmetro dos halos de inibi¢éo
(mm)

1 1,5 2 2,5 3
log conc.(ug/ml)

Figura 23 - Representacdo grafica da curva padrdo de cetoconazol e sua respectiva equacao da
reta, obtida através de ensaio microbioldgico - método de difusdo em &gar- cilindros em placas
utilizando meio de cultura Agar Sabouraud-dextrose 2%, Candida albicans como microrganismo
teste, tempo de incubacdo de 18 horas e temperatura de 35 + 2 °C.

5.3.2.2.2. Precisao

A precisdo do ensaio microbioldgico foi determinada através da avaliacdo
de 24 placas no mesmo dia de analise, e para a precisdo intermediaria avaliou-se,
em dias diferentes, um total de 48 placas. Os valores experimentais obtidos na
determinacdo quantitativa de cetoconazol em xampu estdo descritos na Tabela 20, e
a validade do ensaio foi comprovada pela anélise de variancia (ANOVA) (Tabela
40, Anexo 1).
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Tabela 20 — Valores experimentais obtidos na determinacdo de xampu de cetoconazol (Xb-ceto)
através de ensaio microbiologico — método de difusdo em agar — cilindros em placas utilizando
meio de cultura Agar Sabouraud-dextrose 2%, Candida albicans como microrganismo teste,
tempo de incubacédo de 18 horas e temperatura de 35 + 2 °C.

Amostra  Teor (mg/ml)* Teor (%)* Media DPR

1 21,6 108,1

Dia 1 2 20,7 103,5 103,9 3,8
3 20,0 100,2
4 20,8 104,1

Dia 2 5) 20,4 102,2 103,0 1,0
6 20,5 102,6

Média entre dias 103,5

DPR entre dias 2,6

* cada valor representa a média de oito halos de inibicéo

5.3.2.2.3. Exatidao

A exatiddo do método foi demonstrada através do teste de recuperacdo da
SQR adicionada nas diferentes concentracOes testadas. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 21.

Apo6s a andlise dos resultados obtidos, verificou-se que uma das
concentracBes testadas apresentou teor mais elevado (105,7 %), que pode ser
explicado, pois o ensaio microbioldgico apresenta maior variacdo quando

comparado a métodos instrumentais.
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Tabela 21 - Valores experimentais obtidos no teste de recuperacdo através de ensaio
microbioldgico — método de difusdo em agar — cilindros em placas utilizando meio de cultura Agar
Sabouraud-dextrose 2%, Candida albicans como microrganismo teste, tempo de incubagédo de 18
horas e temperatura de 35 + 2 °C.

Concentracao Concentracao Recuperacao (%)
adicionada (ug/ml) recuperada (ug/ml)*
R1 10,0 9,9 99,4
R2 30,0 31,7 105,7
R3 90,0 90,5 100,5
Média 101,9
DPR 3,3

*cada valor representa a média de 10 halos de inibicdo

5.3.2.2.4. Validade do ensaio

A linearidade do método foi avaliada através do desenvolvimento de duas
curvas padrdo, em dois dias. A analise de regressao linear forneceu a equacdo da
retay = 5,0286x + 7,2195, com coeficiente de correlacdo de 0,9982.

A precisdo do método foi determinada avaliando o coeficiente de variacdo
percentual entre os teores obtidos nas amostras de xampu de cetoconazol.
Observou-se um teor médio no primeiro dia de 103,9 % (DPR = 3,8 %) e no
segundo dia de 103,0 % (DPR = 1,0 %); o teor obtido ao final dos dois dias de
analise foi de 103,5 % (DPR = 2,6 %).

Para avaliacdo do método foi realizada a analise de varidncia (ANOVA). A
partir dos resultados observou-se que ndo ha desvio de paralelismo (quadratico e
diferenca de quadratico) bem como néo existe diferenca significativa entre placas.
Observou-se diferenca significativa na regresséo e nos valores entre doses, estando

0 método de acordo com as especificacdes estabelecidas pela F. Bras. IV (1988).
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No teste de recuperacdo, o valor medio observado foi de 101,9 %, com DPR
de 3,3 %.

O ensaio microbioldgico — método de difusdo em &gar — cilindros em placas
desenvolvido, foi validado, mostrando-se linear, preciso e exato (STAUB et al.,
2005).

5.3.2.3. Anélise comparativa dos metodos

Os resultados das determinagdes do teor de cetoconazol em xampu (Xb-
ceto), através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ensaio
microbiolégico — método de difusdo em agar — cilindros em placa, estdo

apresentados na Tabela 22.

Tabela 22— Teores obtidos na determinagdo do xampu de cetoconazol (Xb-ceto), através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ensaio microbiol6gico — método de difusdo em
agar — cilindros em placa.

Teores CLAE Teores Microbioldgico
(mg/ml) (%) (mg/ml) (%)

20,4 102,2 21,6 108,1
20,6 102,9 20,7 103,5
20,6 102,9 20,0 100,2
20,5 102,4 20,8 104,1
20,6 103,1 20,4 102,2
20,4 102,0 20,5 102,6
Média 102,6 % Média 103,5 %

DPR 0,4 % DPR 2,6 %
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A andlise estatistica empregada, para a comparacdo dos dois métodos
utilizados para a quantificacdo do cetoconazol na forma farmacéutica xampu (Xb-
ceto), foi a distribuicdo de “t” de “Student”. Emprega-se esta distribuicdo para

analise de pequenas amostras.

Na comparacdo dos métodos desenvolvidos e validados, cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) e ensaio microbioldgico - método de difusdo em
agar — cilindros em placa, o valor te “t”,. foi de 0,494 e o valor de “t”ys.10 € de
2,228. Sendo assim, ndo se observou diferenca significativa entre os métodos
propostos para a quantificacdo de cetoconazol na forma farmacéutica xampu, pois
“t”cac fOoi menor que “t"up. As médias dos valores experimentais obtidos pelos

métodos CLAE e microbioldgico foram 102,6 % e 103,5 %, respectivamente.

Os métodos mostraram-se adequados para a quantificagdo de cetoconazol na

forma farmacéutica.

5.4. ESTUDOS DE FOTOESTABILIDADE

Os fatores que podem alterar um produto farmacéutico com o tempo sao:
temperatura, radiagdes, umidade, oxigénio, solventes, variagées no pH, interacdes e

contaminacdes microbianas, entre outros.

Recentemente a decomposicdo de farmacos, como resultado da absorc¢do da
energia da radiacdo luminosa, tem recebido maior atencdo devido a estrutura
quimica complexa de muitos compostos. Diferentes tipos de reacGes podem ser
desencadeadas por acdo da luz, como reducdo, oxidacdo, hidrdlise, isomerizacéo,

alteracdo no anel, remocao de varios substituintes (LACHMAN et al., 2001).

A reacdo fotoquimica € um processo complexo que ocorre em dois estagios.
A primeira reacdo é devido a absorcdo de fotons, isto é, envolve um estado de

excitacdo da molécula, produzindo produtos intermediarios (radicais). Estes
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produtos intermediarios podem reagir formando um produto final estavel sendo esta
a reacdo secundaria (TONESSEN, 2001).

Geralmente, os processos de degradacdo sdo reacGes quimicas que
consomem energia e que podem acelerar-se pelo aumento da temperatura. A
maioria dos métodos de envelhecimento acelerado se fundamentam em medi¢des da
velocidade de degradacdo em temperaturas superiores a ambiente. Entretanto, se a
degradacéo é provocada por uma reacdo fotolitica, esta ndo pode ser acelerada pelo
aumento da temperatura, pois a energia de ativacdo € muito baixa. A velocidade do
processo pode ser incrementada por irradiagdo com fontes luminosas de intensidade
relativamente alta (NUDELMAN, 1975).

O estudo de degradacdo de farmacos sob acdo da luz UV/Visivel é relevante
para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, pois a exposicéo a luz pode
influenciar a estabilidade, levando a modificacdes fisico-quimicas como coloragédo
ou descoloracdo do produto e a exposicdo inapropriada do farmaco a luz pode

originar produtos toxicos de fotodegradacao.

Os testes para avaliacdo da fotoestabilidade de um produto consistem em
duas etapas: teste de degradacdo forcada e testes confirmatorios (ICH, 1996a). O
objetivo da degradacdo forcada é avaliar a fotossensibilidade total do produto e
elucidar o caminho da degradacgdo. Os estudos confirmatorios devem ser realizados
para propiciar informacgdes necessarias sobre a manipulacdo e embalagem do
produto. Para tanto, fez-se avaliacdo das formulagdes de cetoconazol frente a luz
UV-A, UV-C e luz natural.

Apbs os testes de degradacdo do cetoconazol, a determinacdo do teor das
amostras foi realizada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Atualmente, quase todos 0s ensaios de estabilidade de farmacos recorrem a CLAE
como método de analise, pois esta consegue separar e quantificar a substancia ativa

juntamente com seus produtos de degradacéo.
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Além da CLAE, utilizou-se o doseamento microbioldgico, para avaliacdo da

formulacdo Xb-ceto, pois este método esclarece duvidas a respeito da possivel
perda de atividade da substancia em analise (USP 28, 2005).

5.4.1. Avaliacdo do cetoconazol frente a luz UV-C e luz UV-A

Segundo o ICH (1996a), uma das opg¢des de fonte luminosa para ser utilizada
em testes de fotoestabilidade ¢ uma lampada fluorescente UV tendo distribuicéo
espectral de 320 a 400 nm com maximos de emissdo entre 350 e 370 nm. Para
obtencédo da degradacdo do cetoconazol utilizaram-se duas fontes de radiacdo UV.
Uma radiagdo UV-A (lampada Blacklight blue lamp — Orion (352 nm) 30 W,
130 V), com méximo de emissdo conforme preconizado pelo ICH e outra radiacdo
UV-C (ldmpada Light express LE UV (254 nm), 30 W) com o objetivo de uma
maior degradacdo do produto, pois quanto menor o comprimento de onda (1) da
radiacdo, mais energia € absorvida. Consequientemente, as radiacfes absorvidas na
gama do ultravioleta contribuem mais facilmente para o inicio de rea¢cdes quimicas

do que aquelas absorvidas a partir de outras com comprimento de onda maior.

5.4.1.1. Amostras expostas a luz UV
A. Matéria-prima

A degradacéo forcada pode ser realizada em estado sélido e em solucdo. Na
forma solida os estudos podem ser realizados na matéria-prima pura e, também, em
pastilhas contendo o farmaco e brometo de potassio (MARCINIEC et al., 1997).
Sendo assim, a matéria-prima de cetoconazol foi colocada em vidro de relégio na
camara contendo as lampadas. Observou-se que a parte superior do po se tornava
vermelha e a parte inferior (ndo exposta a luz) ndo alterava a cor. Concluiu-se que
ndo seria possivel avaliar a matéria-prima desta forma. Optou-se, entdo, pela

transferéncia de aliquotas de 1 ml de uma solucdo metandlica de cetoconazol, para
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vidro de rel6gio, com posterior evaporacdo do solvente até a obtencdo de um filme
homogéneo da matéria-prima. O teor obtido no tempo zero foi de 101,4 % e apos 48

horas de exposicado da matéria-prima a lampada UV-A o teor obtido foi de 49,5 %.

Para a matéria-prima exposta a lampada UV-C, o periodo de exposi¢do foi
menor, pois como explicado acima, a degradacdo nessa regido do ultravioleta é
maior. Sendo assim os tempos de analise foram de 0, 2, 6 e 8 horas. Pode-se
observar na Figura 24 uma diminuicdo no teor do farmaco, sendo que em 8 horas a

concentracao obtida foi de 77,5 %.
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Figura 24 — Representacdo grafica dos teores de cetoconazol matéria-prima obtidos por CLAE,
apos exposicao a lampada UV-C (Light express LE UV (254 nm)) por um periodo de 8 horas.

E importante salientar que foi possivel detectar a presenca de produtos de
degradacdo nos cromatogramas no tempo de retengédo de 3,4 minutos (Figura 25)
tanto para as amostras expostas a lampada UV-C como a UV-A. Além disso, com o

aumento da exposicédo a luz, a matéria-prima foi se tornando mais avermelhada.

THOMA e KUBLER (1996¢) avaliaram a fotodegradacdo de alguns
antifingicos. O cetoconazol (matéria-prima e em solucdo metandlica), apés
exposicdo a luz, apresentou a formacao de varios produtos de degradacao que foram
detectados através de CLAE. Entretanto, os produtos formados ndo foram

identificados.
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Figura 25 - Cromatograma do cetoconazol matéria-prima (concentracdo tedrica de 400 pg/ml),
apos exposicdo a lampada UV-C por 8 horas, obtido através de CLAE com comprimento de onda
de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)
/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/IV) pH 5,5 como fase movel.

B. Solucéo metanolica de cetoconazol 2 % (Sol-ceto)

Segundo THOMA e KUBLER (1996b), para o estudo de degradagio do
farmaco em solucdo, pode-se utilizar como solvente o alcool metilico. Para tanto,
1 ml da solucdo metandlica de cetoconazol foi acondicionada em cubeta de plastico.
Utilizaram-se cubetas para os testes, pois estes recipientes deixam passar radiagoes
na regido do ultravioleta. Os recipientes de vidro séo transparentes somente a partir
de 300 nm.

Os resultados encontrados para amostras expostas a lampada UV-A e UV-C

estdo representados na Figura 26 e Tabela 23.
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Figura 26 - Representacdo grafica dos teores da solucdo metandlica de cetoconazol obtidos por
CLAE, ap6s exposicdo a lampada UV-C [m] (Light express LE UV (254 nm)) e UV-A [eo]
(Blacklight blue lamp — Orion (352 nm)) por um periodo de 24 horas.

Tabela 23 — Valores dos teores de cetoconazol em solugdo metanolica (Sol-ceto), ap6s exposicao

as lampadas UV-A e UV-C, obtidos através de CLAE.

Tempo Teores solugdo metandlica Teores solucdo metandlica
(horas) (lampada UV-A) (lampada UV-C)
mg/ml (%) mg/mi (%)
0 20,0 100,0 20,0 100,0
2 19,1 95,5 14,7 73,4
4 18,8 94,2 11,7 58,5
6 18,6 93,0 9,1 45,3
8 17,7 88,7 7,6 37,8
10 15,4 76,8 5,9 29,6
12 16,1 80,7 6,1 30,3
14 16,8 83,9 4,5 22,7
16 16,1 80,7 4,7 23,6
18 16,6 82,8 4,6 22,8
20 17,4 86,8 4,1 20,5
22 17,3 86,4 3,6 18,2
24 15,6 78,2 3,3 16,3

Verificou-se que a solugdo metanolica (Sol-ceto) submetida a lampada

UV-A, por um periodo de 24 horas, apresentou teor de cetoconazol de 78,2 % e a

Sol-ceto exposta por 24 horas a luz UV-C apresentou teor de 16,3 % de

cetoconazol. Com os resultados obtidos constatou-se que o farmaco sofreu

degradacéo por acdo das lampadas UV-A e UV-C.
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Assim como na matéria-prima, foi possivel detectar nas solu¢cGes metanolicas
a presenca de produtos de degradacdo nos cromatogramas no tempo de retencdo de
3,4 minutos (Figuras 27, 28 e 29) e a alteragcdo na cor do produto, tanto para as
amostras expostas a lampada UV-C como a UV-A. Os cromatogramas das amostras
expostas a lampada UV-C apresentaram o surgimento de varios outros picos

secundarios, além do produto no tempo 3,4 minutos.
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Figura 27 - Cromatograma da solucdo metandlica de cetoconazol (concentracdo tedrica de
400 pg/ml), apdés exposicdo a lampada UV-A por 8 horas, obtidos através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/V) pH 5,5 como fase mével.
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Figura 28 - Cromatograma da solucdo metandlica de cetoconazol (concentracdo tedrica de
400 pg/ml), apds exposicdo a ldampada UV-C por 4 horas, obtidos através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/V) pH 5,5 como fase movel.
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Figura 29 - Cromatograma da solucdo metandlica de cetoconazol (concentracdo tedrica de
400 pg/ml), ap6s exposicdo & lampada UV-C por 24 horas, obtidos através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/V) pH 5,5 como fase movel.
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Os produtos de degradacao aparecem com maior intensidade ap0s exposicdo
a lampada UV-C. O produto de degradacdo majoritario aparece no tempo de 3,4

minutos para ambas as lampadas.

C. Xampu de cetoconazol 2 % (Xb-ceto)

A fim de verificar alteracdo no peso do produto, as amostras foram pesadas

antes e apos exposicao a luz. No entanto, ndo se observaram variagdes.

Os resultados obtidos para a formulacéo apds exposicao as lampadas UV-C e
UV-A, por um periodo de 24 horas, foram de 57,1 e 93,4 %, respectivamente. Na
Figura 30 e Tabela 24 estdo representados os valores encontrados durante o estudo
de estabilidade da formulacéo.
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Figura 30 - Representacdo grafica dos teores de xampu de cetoconazol obtidos por CLAE, apés
exposicao a lampada UV-C [w] (Light express LE UV (254 nm)) e lampada UV-A [e] (Blacklight
blue lamp - Orion (352 nm)) por um periodo de 24 horas.
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Tabela 24 - Valores dos teores de cetoconazol em xampu (Xb-ceto), apos exposicdo as lampadas
UV-A e UV-C, obtidos através de CLAE.

Tempo Teores xampu Teores xampu
(horas) (lampada UV-A) (lampada UV-C)
mg/ml (%) mg/ml (%)
0 20,0 100,0 20,0 100,0
2 20,0 100,2 19,6 97,9
4 20,0 100,1 18,7 93,4
6 20,0 99,9 17,5 87,4
8 19,7 98,3 15,8 79,2
10 19,3 96,4 14,8 73,8
12 19,5 97,4 14,3 71,7
14 19,4 97,0 13,3 66,4
16 19,3 96,3 12,9 64,7
18 19,2 96,1 13,3 66,7
20 19,1 95,5 12,7 63,6
22 18,9 94,3 12,2 61,0
24 18,7 93,4 11,4 57,1

Para a formulacdo Xb-ceto também foi possivel verificar que o produto
sofreu degradacdo ap0s exposicao as lampadas. Além disso, observou-se a presenca
do produto de degradacdo majoritario no tempo 3,4 minutos (Figuras 31 e 32). No
tempo 1,6 minutos é possivel observar alguma alteracdo indicando a presenca de
produtos de degradacdo, apesar de os mesmos apresentarem tempo de retencdo

similar aos excipientes (1,8 minutos).
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Figura 31 -Cromatograma do Xb-ceto (concentracéo tedrica 320 pug/ml), apds exposicdo a lampada
UV-A por 24 horas, obtidos através de CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando
coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua
(1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.
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Figura 32 -Cromatograma do Xb-ceto (concentracdo tedrica 320 pug/ml), apos exposicdo a lampada
UV-C por 24 horas, obtidos através de CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando
coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua
(2:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.
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Com o objetivo de verificar a atividade do cetoconazol em xampu, apds
exposicdo a luz e deteccdo dos seus produtos de degradacdo através de CLAE,
procedeu-se o0 ensaio microbioldgico descrito no item 4.5.2.2. Para tanto, amostras
de Xb-ceto expostas a lampada UV-C por 0, 6 e 22 horas foram avaliadas através de
ensaio microbioldégico—método de difusdo em agar—cilindros em placa, e 0s teores
obtidos foram comparados com método de CLAE. Os resultados estdo apresentados
na Tabela 25.

Tabela 25— Teores obtidos através de ensaio microbioldgico e CLAE para amostras de Xb-ceto
expostas & lampada UV-C por um periodo de 0, 6 e 22 horas.

Tempo Teores (%) Teores (%)
(horas) Microbioldgico CLAE

0 97,6 100,0

6 78,4 87,4

22 57,4 61,0

Apo0s avaliacdo dos teores obtidos, verifica-se a diminuicdo na atividade do
cetoconazol em xampu, exposto a ldmpada UV-C, frente ao microrganismo teste
(Candida albicans). No cromatograma das amostras avaliadas nos tempos 6 e 22
horas foi possivel verificar a presenca dos produtos de degradacdo majoritarios nos
tempos 3,4 e 1,6 minutos. Na Figura 33 estdo representados os halos de inibigéo
formados, onde pode-se observar uma diminuicdo significativa no tamanho dos

halos da amostra degradada.

A comparacdo entre as placas da amostra integra e amostra degradada
(Figuras 22 e 33) demonstrou que o produto diminuiu a atividade, pois os halos

formados, apds exposi¢cdo do produto a luz, foram menores.
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Figura 33- Doseamento microbiologico (método de difusdo em agar- cilindros em placas),
utilizando Candida albicans ATCC 10231 como microrganismo teste, meio de cultura Agar
Sabouraud-dextrose 2%, tempo de incubacéo de 18 horas e temperatura de 35 + 2 °C. Cetoconazol
SQR com concentragdes de 20 (P1); 100 (P2) e 500 (P3) ug/ml e xampu de cetoconazol (Xb-ceto),
apos exposicao a lampada UV-C por 22 horas, com concentracdes de 20 (D1); 100 (D2) e 500 (D3)

ug/ml.

A temperatura da lampada foi monitorada durante todos os experimentos.
Para a lampada UV-C a temperatura maxima atingida foi de 31 °C e para a lampada
UV-A foi de 27 °C. Para minimizar o efeito da temperatura utilizou-se um branco,
isto é, a amostra era colocada na camara nas mesmas condicdes, envolta com papel
aluminio para protecdo da luz. Observou-se que o teor do farmaco continuou o
mesmo, durante todo o tempo que ficou na cdmara; além disso o cromatograma nao

apresentou picos secundarios (cromatogramas nao apresentados).

Todas as formulacbes estudadas e a propria matéria-prima de cetoconazol
apresentaram coloracao avermelhada quando expostas a luz (UV-A e UV-C), sendo
gue com o aumento do tempo de exposicdo do farmaco a radiagédo, a coloracéo se
intensificava. Além disso, observou-se, que com ambas as lampadas o teor do

farmaco diminuiu e que na lampada UV-C a diminuicdo foi mais acentuada, devido
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a radiagdo mais energética. Os resultados indicaram a instabilidade do cetoconazol

frente a luz, sofrendo maior degradacdo na forma de solugdo ou como matéria-

prima.

5.4.2. Avaliacdo do cetoconazol frente a luz natural

Optou-se por armazenar as formulagbes de xampu, produzidas no
laboratorio, em frascos plasticos transparentes para uma maior incidéncia da luz na
formulacdo, e em frascos plasticos opacos para observar se 0S mesmos protegem
das radiacfes, uma vez que em farmacias magistrais 0 xampu de cetoconazol ¢
comercializado em frascos plasticos opacos. As formulacdes adquiridas de
indlstrias farmacéuticas ficaram armazenadas no frasco de comercializacdo

(plastico opaco).

As solucbes metandlicas foram armazenadas da mesma forma que o xampu.
Todas as amostras ficaram proximo da janela, simulando as condi¢Bes do produto

apos serem adquiridas pelo consumidor.

5.4.2.1. Amostras expostas a luz natural
A. Matéria-prima

Para verificar a fotoestabilidade da matéria-prima, utilizaram-se pastilhas de
brometo de potassio e cetoconazol. As pastilhas foram submetidas diretamente a
andlise por espectrofotometria na regido do infravermelho. A correlagao pico a pico
constitui boa prova de identidade, visto ser muito pouco provavel que dois
compostos diferentes tenham o mesmo espectro no infravermelho, a excecdo de
pares de enantidbmeros (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Apo6s nove meses de exposicdo a luz natural ndo foi possivel detectar
alteracdo no espectro. Entretanto, a pastilha adquiriu uma coloragdo avermelhada

logo nas primeiras semanas.

B. Solucédo metandlica de cetoconazol 2 % (Sol-ceto)

As solucdes metandlicas (Sol-ceto) foram analisadas por um periodo de 26
meses. A solucdo armazenada em frasco transparente desenvolveu cor na primeira
semana apos 0 armazenamento. A solucdo armazenada em frasco opaco apresentou

leve coloracdo avermelhada somente apos duas semanas.

Observou-se que as amostras acondicionadas em frascos transparentes
tiveram diminuicdo no teor do farmaco (75,8 %) e para as amostras acondicionadas
em frascos opacos pode-se observar aumento nos teores de cetoconazol (121,8 %)
(Figura 34 e Tabela 26).

Devido a este aumento nos teores de cetoconazol foi feita a determinacéo da
pureza do pico cromatografico relativo ao farmaco, com auxilio de detector de
arranjo de diodos. A pureza obtida foi de 0,99998 indicando que o pico apresentava-
se puro. Considerando o longo periodo de andlise das amostras, verificou-se que,
provavelmente, tenha ocorrido evaporacdo do metanol, pois o solvente é muito

volatil, aumentando a concentracdo do farmaco nas solugdes.
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Figura 34 - Representacdo grafica dos teores da solucdo metandlica de cetoconazol obtidos por
CLAE. Amostras armazenadas em frasco transparente [m] e em frasco opaco [e] expostas a luz
natural por um periodo de 26 meses.

Tabela 26 — Valores dos teores da solucdo metandlica de cetoconazol (Sol-ceto), apos exposicao a
luz natural, obtidos atraveés de CLAE.

Tempo Teores solugdo metanolica Teores solucdo metanolica
(meses) (frasco trasparente) (frasco opaco)
mg/mi (%) mg/ml (%)

0 20,0 100,0 20,0 100,0
1 19,8 99,1 20,0 100,1
2 20,5 102,4 20,7 103,6
4 19,5 97,7 20,2 100,9
6 19,5 97,4 20,5 102,7
8 17,6 88,1 20,0 100,1
10 18,0 89,9 20,3 101,6
12 16,2 81,2 20,3 101,6
14 16,1 80,5 21,4 107,2
17 15,2 76,0 21,9 109,3
19 15,2 76,2 25,1 125,5
22 15,0 75,1 24,4 121,8
26 15,2 75,8 - -

Os desvios padrdes relativos (DPR) obtidos no estudo da fotoestabilidade da

Sol-ceto, exposta a luz natural, estdo apresentados na Tabela 41 (Anexo 1).

Foi possivel detectar, além da intensa mudanca de cor das formulacGes, a
presenca de produtos de degradacgdo (em torno de 3,4 minutos) nos cromatogramas
(Figura 35) das amostras expostas a luz natural. As formulacdes armazenadas em
frascos opacos apresentaram leve coloracdo avermelhada e apds andlise dos

cromatogramas (Figura 36) ndo foi possivel visualizar a presenca de produtos



Resultados e discussao 131

formados. Entretanto, ampliando a escala pode-se detectar que o tempo de retengéo
de 3,4 minutos apresenta alteracdo (Figura 37). Nao se observou diminuicéo do teor
do farmaco, pois 0 mesmo estava ao abrigo da luz, no entanto a alteracéo de cor da
formulacéo indica que o produto formado, mesmo em pequenas quantidades,

produz forte coloragéo.

Segundo KUMMER e colaboradores (1991), solucdes etanolicas de
cetoconazol (2,5 e 5,0 ug/ml) mostraram-se estaveis, por um periodo de 28 dias, em
presenca da luz natural. Provavelmente, estes resultados foram encontrados devido
a baixa concentracdo de cetoconazol empregada e ao curto periodo de avaliacdo das

amostras frente a luz.
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Figura 35 - Cromatograma da Sol-ceto (concentracdo tedrica 400 ug/ml) armazenada em frasco
transparente, apds exposicdo a luz natural por 26 meses, obtidos através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.
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Figura 36 - Cromatograma da Sol-ceto (concentracdo tedrica 400 ug/ml) armazenada em frasco
opaco, apos exposi¢do a luz natural por 26 meses, obtidos através de CLAE com comprimento de
onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol
(2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase mdvel.
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Figura 37 - Cromatograma com escala ampliada da Sol-ceto (concentracdo tedrica 400 pg/ml)
armazenada em frasco opaco, apds exposicdo a luz natural por 26 meses, obtidos através de CLAE
com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e
monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de amdnio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5
como fase movel.
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Além da CLAE, a CCD permite identificar o farmaco quando este é
cromatografado juntamente com a substancia de referéncia, bem como, verificar a
presenca de impurezas e produtos de degradacdo. Através da CCD foi possivel
detectar a presenca de produtos de degradacdo (manchas secundarias) na solucéo
metanolica armazenada em frasco transparente, entretanto, ndo foi possivel fazer
uma separacdo dos produtos visualizados. O cetoconazol continuou com 0 mesmo
Rf e as manchas secundarias tiveram um Rf com valor menor, isto €, os produtos de
degradacdo tém polaridade maior que o cetoconazol. Para a solugdo armazenada em

frasco opaco ndo foram visualizadas manchas secundarias.

C. Xampu de cetoconazol 2 % (Xb-ceto) e formula¢des comerciais (Forml e
Form2)

As formulacdes de xampu (Xb-ceto) e as formulagdes comerciais (Forml e
Form2) ficaram expostas a luz natural por um periodo de 26 e 17 meses,
respectivamente. Para a avaliagdo das formulagdes comerciais, procurou-se obter as
mesmas com 0 menor tempo de fabricacéo, isto €, que tivessem sido recentemente
produzidas. A Forml foi adquirida ap6s cinco meses da data de fabricacdo e a

Form2 ap6s um més da fabricacéo.

Durante a realizacéo dos estudos de fotoestabilidade, foi feita a avaliacéo da
densidade e do pH de todas as formulacdes de xampu (Xb-ceto, Form1 e Form2), os

quais permaneceram estaveis.

Apos a andlise da Figura 38 e da Tabela 27 pode-se constatar que houve
diminuicéo no teor do cetoconazol nas formulacdes Xb-ceto armazenadas em frasco
transparente (78,1 %) e em frasco opaco (94,8 %). Além disso, nos cromatogramas
foi possivel detectar os produtos de degradacao formados (Figuras 39 e 40). Através
de CCD foi possivel visualizar manchas secundarias. Segundo HEPP (1999), apds

analise do xampu de cetoconazol frente a luz natural, determinado através de
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espectrofotometria na regido do UV, também foi possivel verificar alteragdo no

espectro, indicando a formacéo de produtos de degradacao.
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Figura 38 - Representacdo grafica dos teores do xampu de cetoconazol (Xb-ceto) obtidos por
CLAE. Amostras armazenados em frasco transparente [m] e em frasco opaco [e] expostas a luz
natural por um periodo de 26 meses.

Tabela 27 — Valores dos teores do xampu de cetoconazol (Xb-ceto), apds exposicdo a luz natural,
obtidos através de CLAE.

Tempo Teores xampu Teores xampu
(meses) (frasco trasparente) (frasco opaco)
mg/ml (%) mg/ml (%0)
0 20,0 100,0 20,0 100,0
1 20,2 101,0 20,2 101,0
2 20,5 102,4 20,4 101,9
4 19,2 96,2 19,5 97,7
6 18,6 92,8 19,2 96,0
8 18,7 93,7 20,2 100,8
10 18,1 90,7 19,3 96,7
12 17,2 86,2 19,5 97,7
14 16,5 82,5 18,8 94,2
17 15,7 78,7 19,2 96,2
19 15,2 76,2 18,8 94,0
22 16,6 82,9 19,1 95,3
26 15,6 78,1 19,0 94,8

Os desvios padrdes relativos (DPR) obtidos no estudo da fotoestabilidade do

Xb-ceto, exposto a luz natural, estdo apresentados na Tabela 41 (Anexo 1).
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Figura 39 - Cromatograma do Xb-ceto (concentragdo tedrica 320 pg/ml) armazenado em frasco
transparente, ap0s exposicdo a luz natural por 26 meses, obtidos através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/V) pH 5,5 como fase mével.
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Figura 40 - Cromatograma do Xb-ceto (concentracdo tedrica 320 ug/ml) armazenado em frasco
opaco, apos exposicdo a luz natural por 26 meses, obtidos através de CLAE com comprimento de
onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol
(2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.
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No entanto, mesmo uma formulacdo simples como Xb-ceto manteve teores
nédo inferiores a 90 % por um periodo de 10 meses, independente do tipo de frasco

em que foi armazenada.

Para o Xb-ceto e a Sol-ceto, armazenados em frascos transparentes, as
primeiras alteracbes no cromatograma ocorreram em torno de 6 e 8 meses de
exposicdo a luz natural, respectivamente. O Xb-ceto armazenado em frasco opaco
apresentou a formacéo de produtos de degradacdo somente a partir de 14 meses, e
para a Sol-ceto em frasco opaco ndo se observou a formagdo de produtos de
degradacdo. Assim sendo, os resultados indicam que a presenca da luz favorece a

instabilidade do farmaco.

Para as formulacGes comerciais ndo se observou diminuicdo do teor do
farmaco (Figura 41 e Tabela 28) durante o periodo de analise. Além disso, ndo foi

detectada a presenca de produtos de degradacéo.
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Figura 41 - Representacdo grafica dos teores do xampu de cetoconazol (Forml [a] e Form2 [e])
obtidos por CLAE. Amostras armazenadas nos frascos de comercializacdo, expostas a luz natural
por um periodo de 17 meses.
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Tabela 28 — Valores dos teores das formula¢des comerciais (Form1 e Form2), ap6s exposicado a luz
natural, obtidos através de CLAE.

Tempo
(meses) Teores Forml Teores Form?2
mg/g (%0) mg/g (%)
0 19,8 99,2 20,2 101,1
3 20,2 100,8 20,2 100,9
6 19,2 96,1 19,9 99,5
11 19,4 97,2 20,2 100,8
17 19,3 96,7 20,3 101,4

Os desvios padrdes relativos (DPR) obtidos no estudo da fotoestabilidade das
formulacdes comerciais, expostas a luz natural, estdo apresentados na Tabela 42
(Anexo 1).

Da mesma forma que amostras de Xb-ceto expostas a lampada UV-C foram
avaliadas através de ensaio microbioldgico, fez-se a determinacdo da atividade do
antifangico frente ao microrganismo Candida albicans, de amostras Xb-ceto
expostas a luz natural por 17 meses. Observou-se uma diminuicdo significativa nos
teores da amostra armazenada em frasco transparente. Os teores obtidos estdo

apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 — Teores obtidos através de ensaio microbiol6gico e CLAE para amostras de Xb-ceto,
expostas a luz natural, por um periodo de 17 meses.

Amostras Teores (%) Teores (%)
Microbioldgico CLAE
Xb-ceto em frasco 74,9 78,7
transparente
Xb-ceto em frasco 95,1 96,2

opaco
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Pbde-se constatar que o pH &cido do xampu, mesmo na auséncia de luz,
propiciou maior instabilidade do farmaco, pois o Xb-ceto, armazenado protegido da
luz, apresentou diminuigdo no teor, e a Sol-ceto, armazenada em frasco opaco, nao
apresentou alteracdo. Os resultados encontrados estdo de acordo com SKIBA e
colaboradores (2000) que demonstraram que o cetoconazol é mais instavel em pH

acido.

Segundo THOMA e KUBLER (1997) e TONNESEN (2001), os excipientes
podem influenciar a fotodecomposigéo da substéancia ativa. Podem iniciar, propagar
ou participar da reacdo fotoquimica. Entretanto, para o xampu de cetoconazol
constatou-se que 0s excipientes atuaram dando protecdo ao farmaco, uma vez que
comparando os teores obtidos nas formulagbes de xampu e nas solucbes
metandlicas de cetoconazol, expostas a luz (UV ou Visivel), observou-se que a
diminuicdo do teor do farmaco geralmente foi maior em solucdo. A matéria-prima

também apresentou rapida degradacdo quando em presenca de luz.

5.5. ESTABILIDADE QUIMICA

5.5.1. Degradacédo acida e alcalina

Considerando os resultados obtidos no estudo de fotoestabilidade em meio
acido (Xb-ceto), procedeu-se a avaliacdo do cetoconazol frente a acido e base.
Constatou-se que o teor do cetoconazol (matéria-prima), apos 4 horas em HCI M,
foi de 95,6 % e os teores obtidos para as formas farmacéuticas Xb-ceto, Forml e
Form2 foram 94,3, 93,9 e 94,7 %, respectivamente. Durante a avaliagdo dos
produtos frente a acido foi possivel verificar a formacdo de produtos de degradacao,

em todos os cromatogramas, no tempo de retencdo de 3,4 minutos (Figura 42).
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Figura 42- Cromatograma do Xb-ceto (concentragdo tedrica 320 ug/ml) em presenca de HCI M,
por 4 horas, obtido através de CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de
fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V)
(7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.

Os teores obtidos para as amostras frente ao NaOH M por 4 horas foram
101,7, 99,1, 99,3 e 99,7 % para matéria-prima, Xb-ceto, Forml e Formz2,
respectivamente. N&o foi possivel verificar alteracdo no cromatograma, indicando
maior estabilidade do farmaco em meio alcalino. A partir dos resultados
encontrados comprova-se a maior instabilidade do cetoconazol em pHs muito

acidos.

5.5.2. Degradacdo com peroéxido de hidrogénio

A fim de verificar se ocorria oxidacdo do farmaco, o cetoconazol matéria-
prima e em formas farmacéuticas foi exposto ao perdxido de hidrogénio 30 %, por
30 minutos, sob agitacdo. Os teores obtidos do farmaco foram de 30,4, 68,8, 74,8 e
75,4 % para a matéria-prima, Xb-ceto, Form1 e Form2, respectivamente. Deixou-se

a matéria-prima em repouso por 4 horas, tornando a avalid-la ap6s este periodo,
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encontrando teor de 7,7 %. Foi possivel verificar, em todos os cromatogramas, a
presenca do produto de degradacdo em torno do tempo 3,4 minutos (Figuras 43 e

44). O pico do peroxido de hidrogénio aparece em 1,8 minutos (Figura 45).
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Figura 43 - Cromatograma do cetoconazol matéria-prima (concentracdo tedrica 320 ug/ml) em
presenga de perdxido de hidrogénio 30 %, por 30 minutos, obtido através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase movel.
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Figura 44 - Cromatograma do cetoconazol matéria-prima (concentracdo tedrica 320 pg/ml) em
presenca de perdxido de hidrogénio 30 %, por 4 horas, obtido através de CLAE com comprimento
de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-metanol
(2:500, V/V)/acetato de amdnio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5 como fase mével.
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Figura 45 - Cromatograma do peréxido de hidrogénio 30 %, obtido através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/IV) pH 5,5 como fase mével.
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5.6. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS DE
DEGRADACAO

Durante a realizacdo dos estudos de estabilidade fotoquimica e quimica do
cetoconazol foi possivel detectar a formacdo de diversos produtos de degradacdo.
Entretanto, observou-se maior alteracdo no cromatograma no tempo de retencdo de

3,4 minutos para matéria-prima, xampu e solucdao metanolica.

Apobs testes preliminares para o desenvolvimento do método empregado para
0 isolamento dos produtos de interesse (CLAE semipreparativa), foi possivel
verificar a presenca de dois produtos de degradacdo majoritarios no tempo de
retencdo de 3,4 minutos. Assim sendo, optou-se pelo isolamento destes dois
produtos que foram denominados Frl e Fr2, para posterior realizacdo de métodos

espectroscopicos para identificacéo.

Para verificar se os produtos de degradacéo (Frl e Fr2), formados em solugéo
e em xampu frente as luzes UV ou visivel, eram os mesmos, foi empregada a CLAE
com auxilio de detector de arranjo de diodos. Segundo WATSON (1999), o detector
de arranjo de diodos é um tipo avancado de detector UV sendo Util na determinacao
de pureza de misturas complexas, onde picos cromatograficos podem estar
sobrepostos. Além disso, é capaz de fornecer espectros de UV de cada pico

cromatogréafico colaborando na identificacdo de substancias ndo conhecidas.

Apos analise dos espectros obtidos (Figuras 46, 47, 48 e 49) foi possivel
verificar que os produtos de degradacgdo, formados em solucdo e em xampu apés
exposicdo as luzes UV ou visivel, apresentavam o mesmo perfil. Sendo assim,
optou-se por isolar as duas fracbes em solucdo metandlica frente a luz UV-C.
Nestas condi¢des a degradacdo do farmaco € mais acelerada, pois quanto menor o A
da radiacdo mais energia é absorvida. Alem disso, na formulacdo de xampu o0s

excipientes fornecem uma certa protecdo ao farmaco sendo a degradacdo mais lenta.



Resultados e discussao 143
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Figura 46 — Espectro de absorcao na regido do UV e Visivel da Frl para amostra de Sol-ceto frente
a luz UV-C por 30 horas, obtido com auxilio de detector de arranjo de diodos através de CLAE
semipreparativa, utilizando coluna Waters Spherisorb® C-8 e metanol-agua-acetato de aménio
(7:3:0,0025 V/V/p) como fase movel.

Spectrum at time 16.47 min.
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Figura 47 — Espectro de absorcdo na regido do UV e Visivel da Frl para amostra de Xb-ceto frente
a luz natural por 26 meses, obtido com auxilio de detector de arranjo de diodos através de CLAE
semipreparativa, utilizando coluna Waters Spherisorb® C-8 e metanol-agua-acetato de amdnio
(7:3:0,0025 V/V/p) como fase movel.
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Spectrum at time 19.23 min.
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Figura 48 — Espectro de absor¢éo na regido do UV e Visivel da Fr2 para amostra de Sol-ceto frente
a luz UV-C por 30 horas, obtidos com auxilio de detector de arranjo de diodos através de CLAE
semipreparativa, utilizando coluna Waters Spherisorb® C-8 e metanol-agua-acetato de amdnio
(7:3:0,0025 V/V/p) como fase movel.

Spectrum at time 19.42 min.
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Figura 49 — Espectro de absor¢do na regido do UV e Visivel da Fr2 para amostra de Xb-ceto frente
a luz natural por 26 meses, obtido com auxilio de detector de arranjo de diodos atraveés de CLAE
semipreparativa, utilizando coluna Waters Spherisorb® C-8 e metanol-agua-acetato de aménio
(7:3:0,0025 V/V/p) como fase movel.
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5.6.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia semipreparativa

As condicdes cromatogréaficas, utilizadas para o isolamento de produtos de
degradacdo, foram totalmente alteradas em comparacdo a CLAE analitica. O tempo
de corrida da analise foi de 30 minutos, o cetoconazol apresentou tempo de retencao
de 25 minutos e as fragcbes denominadas Frl e Fr2 apresentaram tempos de retenc¢ao

em torno de 16,4 e 19,2 minutos, respectivamente (Figura 50).
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Figura 50 — Cromatograma da solu¢do metandlica de cetoconazol, exposta a luz UV-C por
30 horas, obtido através de CLAE semipreparativa com comprimento de onda de 225 nm,
utilizando coluna Waters Spherisorb® C-8 e metanol-agua-acetato de aménio (7:3:0,0025 V/V/p)
como fase movel.

5.6.2. Determinacao da pureza

Durante a coleta das fragGes fez-se 0 monitoramento da pureza das mesmas.
Frl e Fr2 foram avaliadas através da determinacdo da pureza do pico
cromatogréfico, utilizando detector de arranjo de diodos, o qual mostra grafica e
numericamente, a similaridade do espectro do pico da substancia de interesse. As
Figuras 51 e 52 apresentam os cromatogramas dos produtos isolados e as Figuras 53

e 54 apresentam as curvas de pureza para Frl e Fr2, respectivamente.
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Figura 51- Cromatograma de Frl isolada (tempo 16,4 min.), obtido através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/V) pH 5,5 como fase mével.
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Figura 52- Cromatograma de Fr2 isolada (tempo 19,2 min.), obtido através de CLAE com
comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V)/acetato de amonio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/V) pH 5,5 como fase mével.
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Purity Cunve
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Figura 53 - Curva de pureza apresentada para Frl, indicando a pureza total do pico de 0,999968,
obtido por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e
monoisopropilamina-metanol (2:500, VV/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, VIV) pH 5,5
como fase movel.
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Figura 54 - Curva de pureza apresentada para Fr2, indicando a pureza total do pico de 0,999999,
obtido por CLAE com comprimento de onda de 225 nm, utilizando coluna de fase reversa C-8 e
monoisopropilamina-metanol (2:500, V/V)/acetato de aménio-agua (1:200, p/V) (7:3, V/V) pH 5,5
como fase movel.
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Com o auxilio do detector de arranjo de diodos foram tracados espectros de
absorcdo nas regides do UV e visivel para o cetoconazol (Figura 55), Fr1(Figura 46)
e Fr2 (Figura 48). A fragdo isolada (Frl) apresenta méaximos de absor¢do em 200,
225, 238 e 290 nm, ndo apresentando absorcdo na regido do visivel, e a fracdo
isolada (Fr2) apresenta maximos de absorcdo em 203, 220, 232, 238 e 288 nm, nédo
apresentando absor¢do na regido do visivel. O pico relativo ao cetoconazol

apresentou maximos de absorcdo em 200, 231 e 291 nm.

Spectrum at time 4.41 min.
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Figura 55 — Espectro de absor¢do na regido do UV e Visivel do pico relativo ao cetoconazol para
amostra de Sol-ceto frente a luz UV-C, obtido com auxilio de detector de arranjo de diodos através
de CLAE semipreparativa, utilizando coluna Waters Spherisorb® C-8 e metanol-4gua-acetato de
amonio (7:3:0,0025 V/V/p) como fase mdvel.

Apo0s a constatacdo da pureza das fracdes, as mesmas foram colocadas em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, para evaporacdo do solvente, tendo o
cuidado com a temperatura. O metanol evaporou rapidamente restando no baldo
apenas agua, acetato de amonio e o produto de degradacdo. Com o objetivo de
evitar a interferéncia do acetato de aménio, procedeu-se a extracdo do produto de
degradacdo com cloroférmio, uma vez que os produtos formados mostraram-se bem

sollveis neste solvente. Apos evaporou-se o cloroférmio em evaporador rotatorio.
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Isolou-se 4 mg de cada um dos produtos e 0s mesmos apresentaram-se como

um po branco e foram mantidos em dessecador até realizacdo dos espectros.

5.6.3. Analise do cetoconazol

Apos revisdo de literatura ndo foram encontrados trabalhos apresentando
espectros de RMN para o cetoconazol. Sendo assim, foi necessaria a analise
espectroscopica do cetoconazol SQR. As Figuras 56 e 57 apresentam a estrutura e o
espectro de RMN *H do cetoconazol SQR, respectivamente. Na Tabela 30 estdo
apresentados o0s deslocamentos quimicos (8), multiplicidade, constante de
acoplamento (J) e o numero de hidrogénios dos sinais observados no espectro

ampliado.
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Figura 56 — Estrutura quimica do cetoconazol com identificacdo de carbonos e anéis aroméaticos
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Tabela 30 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade, constante de acoplamento
(J), nimero de hidrogénios e a atribuicdo dos hidrogénios para espectro de RMN-'H do
cetoconazol SQR, obtido em espectrdmetro BRUKER (200 MHz), utilizando cloroférmio
deuterado como solvente.

Deslocamentos Multiplicidade* e

quimicos (5) constante de Ndamero de Atribuicao
ppm acoplamento (J) hidrogénios (Figura 56)
2,06 S 3 34
2,96 m 4 H axiais (27, 28, 30, 31)
3,27 m 1 16
3,54 m 2 18
3,66 m 4 H equatoriais (27, 28, 30, 31)
3,80 m 1 16
4,28 m 1 15
4,42 Sistema AB, 2 8
J (14,7Hz2)
6,67-6,84 Sistema AA’BB’ 4 21,22, 24, 25
J (8,9 Hz)
6,92 s 1 130u 12
6,95 S 1 12 ou 13
7,18 dd, J (1,6Hz e 8H2) 1 5
7,39 d, J (1,6Hz) 1 3
7,51 d, J (8Hz) 1 6
7,62 S 1 10

* s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, m = multipleto

A Figura 58 apresenta o espectro totalmente desacoplado de RMN **C do
cetoconazol SQR. Na Tabela 31 estdo apresentados os deslocamentos quimicos (d)

dos sinais observados no espectro ampliado.
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Tabela 31 - Valores de deslocamentos quimicos (ppm) e atribuicbes dos carbonos para
cetoconazol SQR a partir dos espectros de RMN-'*C, obtido em espectrometro VARIAN (300
MHz), utilizando cloroférmio deuterado como solvente e TMS como referéncia interna.

Carbono Deslocamentos quimicos (8) ppm
C1 134,43
Cc2 135,64
C3 127,04
C4 132,79
C5 121,01
C6 128,32
Cc7 107,81
C8 51,03

C10 138,63
C12 129,34
C13 131,15
C15 74,57
C16 67,35
C18 67,42
C20 152,68
C21eC25 115,05
C22eC24 118,58
C23 145,50
C27 50,48
Cc28 41,27
C30 46,18
C31 50,84
C32 168,77
C34 21,18

Com auxilio da LC-MS obteve-se o cromatograma (Figura 59) da amostra
que foi degradada em presenca da luz UV-C. Apos foi feito o espectro de massas do

pico relativo ao cetoconazol (tempo de retencédo de 24,7 minutos).

A Figura 60 apresenta o espectro de massas do cetoconazol. O cetoconazol
protonado perde a acetila e origina m/z de 491, de acordo com CHEN e
colaboradores (2002). O fragmento em m/z de 220 corresponde a perda de
C14H130,N,Cl, do ion molecular e o aparecimento do pico em 82 m/z é relativo a

porcao do anel imidazdlico.
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Figura 60 — Espectro de massas do pico relativo ao cetoconazol, obtido através de sistema de
espectrometria de massas — ionizacao eletrospray acoplado ao sistema de CLAE, utilizando coluna
Waters Spherisorb® S5 C8 (10 x 250 mm) e metanol-agua-acetato de aménio (7:3:0,0025 V/V/p)

como fase movel.
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5.6.4. Analise do produto de deqradacao denominado Fril

O espectro de RMN-"H do produto de degradacdo isolado, denominado Fri,
estd apresentado na Figura 61. Na Tabela 32 estdo apresentados os deslocamentos
quimicos (8), multiplicidade, constante de acoplamento (J) e o numero de

hidrogénios dos sinais observados no espectro ampliado.

Tabela 32 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade, constante de acoplamento
(J), nimero de hidrogénios e a atribuicdo dos hidrogénios para espectro de RMN-"H do Fr1, obtido
em espectrometro BRUKER AMX 500 (500 MHz), utilizando cloroférmio deuterado como
solvente e TMS como referéncia interna.

Deslocamentos Multiplicidade* e

quimicos (5) constante de Numero de Atribuicdo
ppm acoplamento (J) hidrogénios (Figura 64)
2,12 S 3 34
3,05 m 4 H axiais (27, 28, 30, 31)

3,58-3,79 m 4 H equatoriais (27, 28, 30, 31)
4,10 m 2 18
4,18 m 1 16
4,25 Sistema AB, 2 8
J (13,3 Hz)
4,35 m 1 16
4,71 m 1 15
6,85-6,90 Sistema AA’BB’ 4 21, 22, 24,25
J (6,8 HZ)

6,92 S 1 12 ou 13
7,15 S 1 130u 12
7,33 dd, J (1,8 Hz e 8,3 Hz) 1 5
7,48 d, J (8,3 Hz) 1 6
7,52 m 1 3
7,71 m 1 4
8,05 S 1 10

* s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, m = multipleto

Apo6s a analise do espectro de RMN-'H obtido para o produto de degradaco
denominado Frl foi possivel verificar alteracdo quando comparado ao espectro do
cetoconazol SQR. Verifica-se importante modificagdo na regido do anel
aromatico A (Figura 64). E possivel observar a presenca de um hidrogénio a mais

na regido, indicando a possivel perda do cloro na posicao do carbono 4 e entrada de
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hidrogénio. O anel orto-substituido pode ser verificado, pois o espectro apresenta o0s
4 hidrogénios do anel sendo que o mais desblindado € o hidrogénio da posicéo 4.
Além disso, verificou-se também que os hidrogénios das posi¢Ges 13, 15, 16 e 18
ficaram mais desblindados, e os dois hidrogénios da posicdo 8 ficaram mais
blindados.

Ap6s andlise do espectro totalmente desacoplado de **C para a Frl (Figura
62) foi possivel observar a existéncia dos sinais que estdo apresentados na Tabela
33. Com auxilio dos subespectros DEPT (intensificacdo sem distorcdo por
transferéncia de polarizacdo), os sinais puderam ser discriminados em CHs, CH, e
CH. Os sinais dos carbonos quaternarios foram identificados em comparacdo com o

espectro totalmente desacoplado.
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Tabela 33 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm) e atribui¢des dos carbonos para Frl a partir
dos espectros de RMN-"C, obtido em espectrometro BRUKER AMX 500 (500 MHz), utilizando
cloroférmio deuterado como solvente e TMS como referéncia interna.

Carbono Deslocamentos quimicos (8) ppm
C1 131,45
Cc2 136,30
C3 123,94
C4 127,73
C5 120,17
C6 125,61
C7 105,26
C8 51,99

C10 130,89
C12 128,34
C13 129,80
C15 76,00
C16 67,01
C18 68,04
C20 153,03
C21eC25 115,56
C22eC24 118,81
C23 146,06
C27 50,64
Cc28 41,48
C30 46,37
C31 51,02
C32 168,98
C34 19,15

Na Frl foi possivel verificar que todos os carbonos da molécula de
cetoconazol continuam presentes e, além disso, verificou-se a presenca de CH que
foi atribuido ao carbono 4 (6=127,73) e a auséncia de um C quaternario,

demonstrando a perda do cloro e entrada de hidrogénio (anel orto-substituido).
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A espectrometria de massas em conjunto com a cromatografia liquida & um
método muito Util para determinar ou confirmar a identidade de farmacos e seus
metabolitos, impurezas e produtos de degradacdo. Segundo WATSON (1999), na
espectrometria de massas os fragmentos moleculares sdo gerados em uma regido de
alto vacuo ou imediatamente antes da amostra entrar na regido de alto vacuo,

podendo utilizar uma variedade de métodos para a producéo do ion.

Com auxilio da LC-MS obteve-se o cromatograma (Figura 59) da amostra
que foi degradada em presenca da luz UV-C e a partir do pico relativo a Frl (tempo

de retencdo de 16,42 minutos) foi feito o espectro de massas (Figura 63).

Foi possivel verificar que os resultados obtidos na espectroscopia de RMN
estdo de acordo com os resultados obtidos através da andlise do espectro de massas.
Analisando o espectro da Frl verifica-se o pico base em 497 m/z, indicativo da
massa molecular do produto. Como o peso molecular do cetoconazol é 531 a perda
de um &tomo de cloro do anel aromatico e entrada de um hidrogénio leva a

formacéo de um produto com menor peso molecular.

No espectro também foi possivel verificar a perda da acetila originando m/z
de 455 e o fragmento em m/z de 220 corresponde a perda de Cy4H;30,N,ClI do ion

molecular.
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Figura 63 — Espectro de massas do pico relativo a Frl, obtido através de sistema de espectrometria
de massas — ionizagdo eletrospray acoplado ao sistema de CLAE, utilizando coluna Waters
Spherisorb® S5 C8 (10 x 250 mm) e metanol-agua-acetato de aménio (7:3:0,0025 V/V/p) como

fase mével.
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Apos a analise do conjunto de espectros obtidos para a Frl, verificou-se que
0 cetoconazol, sob acdo da luz, perde o cloro da posicao 4. A estrutura proposta esta

apresentada na Figura 64.
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Figura 64 - Estrutura proposta para produto de degradacédo isolado denominado Frl: 1-acetil-4-
{4-[2-(2-clorofenil)-2-(1H-imidazolil-1-metil)-1,3-dioxolanil-4-metoxi]fenil } piperazina).

5.6.5. Analise do produto isolado denominado Fr2

O espectro de RMN-"H do produto de degradacéo isolado, denominado Fr2,
esta apresentado na Figura 65. Na Tabela 34 estdo apresentados os deslocamentos
quimicos (8), multiplicidade, constante de acoplamento (J) e o numero de

hidrogénios dos sinais observados no espectro ampliado.

Apo6s a analise do espectro de RMN-'H obtido para Fr2 também foi possivel
verificar alteracdo quando comparado ao espectro do cetoconazol SQR. Da mesma
forma que a Frl, verifica-se importante modificacdo na regido do anel aromatico A
(Figura 68). O surgimento do sistema AA’BB’ ¢ facilmente observado, indicando
substituicdo para do anel aromatico. Segundo PAVIA e colaboradores (2001), anéis
aromaticos para-substituidos sdo facilmente reconhecidos, pois apresentam quatro

linhas padréo.

No espectro da Fr2 também pode-se verificar que os hidrogénios relativos a

posicdo 8 sofreram maior alteracdo no deslocamento quimico. Isto pode ser
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explicado, pois, com a perda do cloro (eletronegativo), os hidrogénios ficaram mais
blindados.

Tabela 34 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade, constante de acoplamento
(J), nmero de hidrogénios e a atribuicéo dos hidrogénios para espectro de RMN-'H do Fr2, obtido
em espectrometro BRUKER AMX 500 (500 MHz), utilizando cloroférmio deuterado como
solvente e TMS como referéncia interna.

Deslocamentos  Multiplicidade* e

quimicos (5) constante de Namero de Atribuicao
ppm acoplamento (J) hidrogénios (Figura 68)
2,12 S 3 34
3,05 m 4 H axiais (27, 28, 30, 31)
3,26 m 1 16
3,6 m 2 18
3,65-3,80 m 4 H equatoriais (27, 28, 30, 31)
3,83 m 1 16
4,15 Sistema AB, 2 8
J (4,8 Hz)
4,35 m 1 15
6,72-6,90 Sistema AA’BB’, 4 21, 22, 24,25
J (8,9 H2)
6,92 S 1 12 ou 13
6,98 S 1 13 0u 12
7,34-7,46 Sistema AA’BB’ 4 2,3,56
J (8,4 Hz)
7,5 S 1 10

* s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, m = multipleto

Ap6s andlise do espectro totalmente desacoplado de **C para a Fr2 (Figura
66) foi possivel observar a existéncia dos sinais que estdo apresentados na Tabela
35. Da mesma forma que para a Frl, com auxilio dos subespectros DEPT, os sinais
puderam ser discriminados em CHs, CH, e CH. Verifica-se a formacdo de um anel
para-substituido pois os CHs do anel A (C2 e C6) e (C3 e Cb) apresentaram

deslocamentos quimicos equivalentes.
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Tabela 35 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm) e atribui¢des dos carbonos para Fr2 a partir
dos espectros de RMN-"C, obtido em espectrometro BRUKER AMX 500 (500 MHz), utilizando
cloroférmio deuterado como solvente e TMS como referéncia interna.

Carbono Deslocamentos quimicos (8) ppm
C1l 135,18
C2eC6 128,46
C3eCh 127,26
C4 137,92
C7 108,12
C8 53,75
C10 131,66
C12 128,45
C13 130,56
C15 74,89
C16 67,46
C18 67,95
C20 152,98
C21eC25 115,30
C22eC24 118,79
C23 145,75
C27 50,70
Cc28 41,50
C30 46,39
C31 51,06
C32 168,97
C34 21,30

O espectro de massas da Fr2 obtido com auxilio da LC-MS esta apresentado
na Figura 67. E possivel verificar o pico mais intenso em 499 m/z, indicativo da
massa molecular do produto formado. Da mesma forma que para a Frl, verificou-se
a perda de um atomo de cloro do anel aromatico A e entrada de um hidrogénio.
Entretanto, para a Frl verificou-se a presenca do pico base de 497 m/z e para a Fr2
de 499 m/z. Esta diferenca pode ser explicada pois, provavelmente, na Fr2 a
molécula estava protonada nos nitrogénios “A” e “C” (Figura 11). No espectro,
também, foi possivel verificar a perda da acetila originando m/z 457 e o fragmento

em m/z de 220 corresponde a perda de C14H;130,N,CI do ion molecular.
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Figura 67 — Espectro de massas do pico relativo a Fr2, obtido através de sistema de espectrometria
de massas — ionizagdo eletrospray acoplado ao sistema de CLAE, utilizando coluna Waters
Spherisorb® S5 C8 (10 x 250 mm) e metanol-agua-acetato de aménio (7:3:0,0025 V/V/p) como

fase mével.
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Apo6s a analise do conjunto de espectros da Fr2, verificou-se que o
cetoconazol, sob acdo da luz, perde o cloro da posicéo 2. A estrutura proposta para

Fr2 esté apresentada na Figura 68.
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Figura 68 — Estrutura proposta para produto de degradacéo isolado denominado Fr2; (1-acetil-4-
{4-[2-(4-clorofenil)-2-(1H-imidazolil-1-metil)-1,3-dioxilanil-4-metoxi]fenil } piperazina).

Verificou-se que os dois produtos isolados sofreram a perda de cloro, sendo
que para a Frl foi o cloro da posicao 4 e para a Fr2 foi o cloro da posicdo 2. Os dois
produtos isolados ndo sdo responsaveis pela alteracdo de cor que a formulacédo
sofre. Provavelmente, a alteracdo na coloracdo do produto final ocorra devido a
presenca de outros produtos de degradacdo em pequenas quantidades, uma vez que

foram isolados os produtos majoritarios.
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5.7. AVALIACAO DA SEGURANCA BIOLOGICA

Deve-se considerar como candidatos potenciais a estes testes, matérias-
primas e produtos acabados que se engquadram no grupo dos produtos de higiene
pessoal, cosméticos e perfumes, farmacos e materiais de acondicionamento (PINTO
et al., 2000).

Para os ensaios utilizaram-se duas amostras de xampu, a amostra de Xb-ceto
com teor de 103,3 % e amostra com teor de 41,4 %, que havia sido exposta a
lampada UV-C. O objetivo dos ensaios foi a comparagdo dos resultados entre as
duas formulacdes para verificar se os produtos de degradacdo formados poderiam

aumentar o grau de irritagdo do produto.

A amostra Xb (xampu base) ndo foi avaliada, pois é reconhecido que, na
maioria das vezes, 0 agente tensoativo é responsavel pela irritacdo no olho do
coelho. Sendo assim, optou-se por ndo avaliar esse produto para que fosse utilizado

um ndmero menor de animais.

O teste de Draize, por utilizar animais, na avaliacdo da irritacdo dos produtos,
¢ bastante questionado. Esse problema resultou em varios estudos direcionados a

métodos que utilizam tecidos e células vivas.

Objetivando a validacdo de métodos alternativos ao teste de Draize, comissdo
formada pelo governo britanico e membros da comunidade européia desenvolveram
estudo interlaboratorial para sugerir métodos subtitutos dos ensaios in vivo. Apds
obtencdo dos resultados concluiu-se que alguns métodos poderiam predizer o
potencial de irritacdo ocular, mas com precisdo muito baixa e utilidade préatica
questionavel (BALLS et al., 1995).

A COLIPA (European Cosmetic, Toiletry and Perfumary Association)
também desenvolveu estudos de validacdo de métodos alternativos com o objetivo

de avaliar a sua habilidade de predizer o potencial de irritacdo ocular. Os resultados
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obtidos indicaram que os métodos ndo poderiam ser considerados como validos
para substituir o teste de Draize (BRANTON et al., 1997).

Atualmente, muitos estudos tém sido feitos para obtencdo de métodos in
vitro, que possam ser padronizados e validados, podendo ser utilizados como

substituicdo ao teste de Draize, sem a utilizagdo dos animais.

Sendo assim, foi necessaria a realizacdo de dois testes para a avaliacdo da
seguranca bioldgica dos produtos: teste de irritacdo ocular e avaliacdo do potencial

de citotoxicidade in vitro.

5.7.1. Avaliacao da toxicidade aguda com efeito local

Efetuou-se o teste de irritacdo ocular em coelho, pois 0 mesmo é indicado
para produtos com potencial consideravel de contato acidental com os olhos; dentre
eles pode-se citar: sabonetes levemente &cidos ou bésicos, xampus, solucGes de

limpeza, cremes e locdes, delineadores e outros.

Os coelhos foram examinados 24, 48, 72 h e sete dias ap6s a instilacdo do
xampu no olho direito. O olho ndo tratado serviu como controle. Os resultados

obtidos para as amostras encontram-se nas Tabelas 36 e 37.
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Tabela 36 — Valores obtidos apds o teste de irritacdo ocular, segundo escala de Draize (item
4.9.1.1.), para amostra de Xb-ceto ndo degradada.

Coelho 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias
1 21 17 10 2
2 21 12 8 0
3 33 24 17 4
4 33 33 17 4
5) 23 17 8 2
Média 26,20 20,60 12,00 2,40

Tabela 37 — Valores obtidos apds o teste de irritacdo ocular, segundo escala de Draize (item
4.9.1.1.), para amostra de Xb-ceto degradada.

Coelho 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias
1 21 15 8 2
2 17 8 6 0
3 19 17 6 2
4 12 10 6 0
5 12 10 6 0
Média 16,20 12,00 6,40 0,80

Com os valores obtidos determinou-se o grau de irritagdo das amostras. Para

0 Xb-ceto ndo degradado (teor de 103,3 %) o produto mostrou-se irritante moderado
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(Classe 111), da mesma forma, o Xb-ceto contendo os produtos de degradacéo (teor

de 41,4 %) mostrou-se um produto irritante moderado (Classe IlI).

5.7.2. Avaliacdo in vitro

O desenvolvimento dos meios liquidos e a descoberta dos antibioticos, por
volta dos anos 40, propiciaram 0s experimentos com culturas de tecido, fornecendo
a base de diversas pesquisas. A primeira linhagem celular isolada a partir de tecido
subcutaneo de camundongo, recebeu o nome de linhagem L. Desta linhagem, em
1948, por técnica de clonagem ocorreu o isolamento de uma nova linhagem
denominada NCTC clone 929, até hoje utilizada nos estudos de citotoxicidade
(CRUZ, 2003).

A linhagem celular utilizada na realizagdo deste teste foi NCTC Clone 929
(ATCC CCL-1), células de tecido conjuntivo de camundongo, proveniente da
American Type Culture Collection. Atualmente, esse banco de células fornece
linhagens certificadas e elabora manuais de controle de qualidade, onde todos os
cuidados para caracterizagdo e manutencdo de uma linhagem sédo descritos. Estes
procedimentos podem ser adotados por todos os laboratorios que utilizam as células

na pesquisa e no diagndstico.

As culturas celulares assumem importancia nos testes de toxicidade pois sdo
sensiveis, reprodutiveis, faceis de estabelecer e gerenciar, com menores custos.
Atualmente, sistemas de células encontram utilizacdo para avaliar o potencial
citotoxico de componentes cosméticos, materiais médico-hospitalares, produtos
farmacéuticos e quimicos. A citotoxicidade é baseada nos efeitos da substancia-teste
sobre a integridade celular, crescimento celular e alteracbes de parametros

especificos bioquimicos ou fisioldgicos (PINTO et al., 2000).

O método de difusdo em agar emprega uma camada de células, a qual se

sobrepde meio de cultura para células (Eagle) adicionado de 1,5 ou 1,0 % de &gar. E
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incorporado ao meio, vermelho neutro, que é capaz de corar as células saudaveis
(corante vital). A superficie de agar proporciona um sistema flexivel para testar uma

variedade de amostras: solidos, pds e amostras liquidas impregnadas em discos de

papel.

A verificagdo da viabilidade celular pelo uso de corantes vitais € um dos
parametros empregados. Utilizou-se o vermelho neutro (cloridrato de 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazina) que em pH fisiologico passa facilmente através da
membrana plasmatica e se concentra no interior dos lisossomos. A perda deste
gradiente de pH por mortalidade/morbidade da célula ou a perda da permeacdo da

membrana inibe a incorporagdo do corante (HARBELL et al., 1997).

O grau de citotoxicidade é baseado na extensdo de células descoradas ao
redor das amostras (tamanho do halo formado), assim como em indice de lise,

parametros macro e microscopicos, respectivamente.

Os resultados obtidos, apos leitura dos halos formados, estdo apresentados na
Tabela 38.

Tabela 38— Valores dos indices de zona obtidos apés a leitura das placas de culturas celulares,
utilizando método de difusdo em agar e linhagem celular NCTC Clone 929 (ATCC CCL-1), para as
amostras de Xb-ceto e Xb-ceto degradado.

Xblfeto Xb-ceto :jigradado Controle Controle
Placas (103,3 %) (41,4 %) positivo negativo
1 4 4 4 0
2 4 4 4 0
3 4 4 4 0
4 4 4 4 0

I1Z: indice de zona obtido apos leitura das placas
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As duas formulagdes apresentaram severo efeito toxico, ao redor da amostra,
para a linhagem celular NCTC Clone 929 (ATCC CCL-1).

Com os resultados obtidos na avaliagdo das amostras de xampu, pelo teste de
irritacdo ocular e avaliacdo do potencial de citotoxicidade in vitro, pode-se verificar
que ndo houve diferenca entre as amostras, isto €, a formulacdo contendo 0s
produtos de degradacdo ndo apresentou grau de irritacdo superior ao do xampu

contendo cetoconazol ndo degradado.

Como ja comentado anteriormente, é possivel que o grau de irritacdo,
verificado para as duas amostras avaliadas, seja devido ao tensoativo, dificultando a
avaliacdo da irritacdo causada pelo cetoconazol e seus produtos de degradacéo.
Entretanto, o objetivo do trabalho era verificar se poderia ocorrer uma alteragcdo no

grau de irritacdo da amostra, em funcdo da presenca dos produtos de degradacao.

Observou-se diferenca nos resultados obtidos entre os dois métodos
empregados; isso pode ser explicado pois os dados obtidos in vitro nem sempre
extrapolam corretamente os resultados obtidos atraves de estudos in vivo. No teste
de irritacdo ocular ha mais de um mecanismo envolvido, pois o0 olho é um sistema
complexo. Sendo assim, um Unico ensaio in vitro ndo é suficiente para uma
completa avaliacdo. Por este motivo, até agora, nenhum Unico teste in vitro foi

amplamente aceito como alternativo ao teste de Draize.
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v' As matérias-primas de cetoconazol avaliadas através de caracteristicas
organolépticas, cromatografia em camada delgada, determinacdo do ponto de
fusdo, rotacdo especifica e espectrofotometria na regido do ultravioleta e

infravermelho apresentaram conformidade com a sua SQR.

v As matérias-primas, quantificadas através de volumetria em meio ndo-aquoso,

apresentaram conformidade com especificacdo farmacopéica.

v As formas farmacéuticas, contendo cetoconazol, foram avaliadas através de
cromatografia em camada delgada, determinacdo da densidade e do pH,

encontrando resultados adequados.

v" O método desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi validado
dentro das condicGes estabelecidas, demonstrando ser linear, preciso, especifico,
exato e robusto para a quantificagdo de cetoconazol na forma farmacéutica

xampu.

v O ensaio microbiolégico — método de difusdo em agar — cilindros em placas foi
validado dentro das condicdes estabelecidas, demonstrando ser linear, preciso e

exato para a quantificacdo de cetoconazol na forma farmacéutica xampu.

v A andlise comparativa entre os métodos propostos, cromatografia liquida de alta
eficiéncia e ensaio microbiolégico, demonstrou que ndo houve diferenca
significativa nos teores de cetoconazol em xampu, nas condi¢des experimentais

utilizadas.
v Para o estudo da fotoestabilidade utilizando lampadas UV-A e UV-C:

+ todas as amostras avaliadas sofreram degradacéo, sendo que a degradagéo na
lampada UV-C foi maior. Através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
foi possivel detectar os produtos de degradacdo majoritarios em todas as
amostras, sendo a degradacdo do farmaco maior na forma de solu¢do ou como

matéria-prima;
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% Foi observada diminuicdo na atividade do cetoconazol frente ao
microrganismo teste (Candida albicans), quando amostras de xampu, expostas

a lampada UV-C, foram avaliadas através do ensaio microbiologico.
v' Para as amostras expostas a luz natural:

% a solucdo metandlica de cetoconazol, em frasco transparente, desenvolveu
coloracao avermelhada, diminuicdo no teor e foi possivel visualizar a presenca

de produtos de degradacéo;

% a solucdo metandlica de cetoconazol, em frasco opaco, desenvolveu leve
coloracdo avermelhada e aumento no teor do farmaco, provavelmente devido a
evaporacdo do solvente. N&o foi possivel visualizar os produtos de
degradacdo. Entretanto, ap6s ampliacdo da escala, se verificou alteracdo do
cromatograma indicando que mesmo em pequenas quantidades, o produto de

degradacéo produz coloracgéo;

0 xampu de cetoconazol (Xb-ceto), em frasco transparente, desenvolveu
coloragdo avermelhada, diminuigdo no teor e foi possivel visualizar a presenga
de produtos de degradacdo. A amostra manteve teores nédo inferiores a 90 %

por um periodo de 10 meses;

%+ 0 xampu de cetoconazol (Xb-ceto), em frasco opaco, desenvolveu coloracéo
avermelhada, diminuicdo no teor e foi possivel visualizar a presenca de
produtos de degradacdo. Entretanto, a amostra manteve teores ndo inferiores a

90 % durante todo o periodo de analise (26 meses);

% 0s teores das formulacBes comerciais ndo diminuiram significativamente
durante o periodo de analise (17 meses). Nao foi possivel detectar a presenca

de produtos de degradacéo;

%+ amostras de xampu (Xb-ceto), expostas a luz natural por 17 meses, foram
avaliadas através do ensaio microbiologico. Foi observada diminuicdo na

atividade do cetoconazol frente ao microrganismo teste (Candida albicans);
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% constatou-se que o farmaco sofre degradacdo fotoguimica, pois todas as
amostras expostas a luz tiveram degradacdo maior em comparacdo com as

amostras protegidas da luz.

v No estudo da estabilidade quimica, o xampu de cetoconazol sofreu degradacédo
acida (94,3 %) e por acdo do peroxido de hidrogénio (68,8 %). O cetoconazol
(matéria-prima) apresentou forte degradacdo por acdo do perdxido de hidrogénio
(30,4 %).

v O pH éacido e a exposic¢do a luz favorecem a instabilidade do cetoconazol.

v ApGs estudo de fotoestabilidade foram isolados dois produtos de degradacédo
majoritarios, denominados Frl e Fr2. Estes foram identificados, através de
espectroscopia de RMN e espectrometria de massas, sendo verificado a perda de

cloro das posicoes 4 (Frl) e 2 (Fr2).

v" Verificou-se que a cor desenvolvida nas formulacdes ndo é proveniente dos
produtos majoritarios que foram isolados e elucidados, demonstrando que o
produto que leva a alteracdo de cor da formulagdo se forma em menor

quantidade.

v" O teste de irritacdo ocular em coelho demonstrou que a presenca dos produtos de
degradacdo nas formulagfes, mesmo em quantidades elevadas, ndo aumentou a

irritacdo ocular em coelho.

v" A avaliacdo da citotoxicidade permitiu verificar que a presenca dos produtos de
degradacdo, mesmo em quantidades elevadas, ndo aumentou o grau de irritagcdo

das amostras.
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A producdo de medicamentos de qualidade e a conservagdo desta durante a
comercializacdo do produto, interessa tanto aos fabricantes quanto aos
consumidores. Portanto o estudo da estabilidade de matérias-primas e formas

farmacéuticas é de fundamental importancia.

E reconhecido que o cetoconazol em algumas formas farmacéuticas, em
especial o xampu, altera a coloracdo muito rapidamente. Face a isso este trabalho
teve como objetivo principal o estudo da estabilidade fotoquimica do cetoconazol

na forma farmacéutica xampu.

Para o desenvolvimento do trabalho foram desenvolvidos e validados
métodos de analise quantitativa do xampu de cetoconazol. O farmaco, ndo apresenta
métodos de analise para a forma farmacéutica xampu em compéndios oficiais.

Assim sendo, os métodos validados permitiram a publicacdo de artigos:

% STAUB, I., SCHAPOVAL, E.E.S., BERGOLD, A.M. Microbiological assay
of ketoconazole in shampoo. International Journal of Pharmaceutics,
v. 292, p. 195-199, 2005.

% STAUB, |.,, BERGOLD, A.M. Determination of ketoconazole in shampoo by
high performance liquid chromatography. Acta Farmaceutica Bonaerense,
v. 23, n. 3, p. 387-390, 2004.

No estudo de fotoestabilidade foi possivel verificar que o farmaco sofre
alteracdo em presenca da luz, sendo que dois produtos de degradacdo majoritarios
foram isolados e identificados através de RMN *H e **C. A estrutura proposta para
produto de degradacéo isolado denominado Frl é 1-acetil-4-{4-[2-(2-clorofenil)-2-
(1H-imidazolil-1-metil)-1,3-dioxolanil-4-metoxi]fenil } piperazina) e para a Fr2 é
1-acetil-4-{4-[2-(4-clorofenil)-2-(1H-imidazolil-1-metil)-1,3-dioxolanil-4-metoxi]

fenil } piperazina).

Com os resultados obtidos, também foi possivel verificar, que com o

aumento do tempo de exposicdo do farmaco a luz, a coloragdo vermelha
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intensificava. Os dois produtos isolados ndo séo responsaveis pela alteracdo na cor
da formulacdo; provavelmente o produto de degradacdo que leva ao
desenvolvimento de cor seja formado em pequena quantidade sendo dificil o seu
isolamento. Um artigo contendo os resultados do estudo de estabilidade esta sendo

redigido para posterior publicagéo.

Verificou-se que o farmaco, apds exposicdo intensa a luz, diminui a atividade
antifingica, entretanto seu grau de irritacdo, verificado através de testes in vitro e in
vivo, ndo € alterado na formulacdo contendo produtos de degradacdo em

comparacdo a formulacgéo integra.

Sendo assim, para a matéria-prima e formas farmacéuticas contendo o
cetoconazol adequada protecdo da luz deve ser adotada durante sua producdo e

armazenamento.
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Anexo 1

Tabela 39 - Andlise de variancia (ANOVA) das areas determinadas para a obtencdo da curva

padréo do cetoconazol por CLAE.

Soma dos
Fontes de Variacdo  GL Quadrados Variancia F calc F tab
Entre 4 1,13777E+15  2,84442E+14 22047,13* 3,48
Regressao linear 1 1,13767E+15  1,13767E+15 88181,11* 4,96
Desvio de linearidade 3 9,55225E+10  3,18408E+10 2,47 3,71
Residuo 10 1,29015E+11  1,29015E+10
Total 14 1,13789E+15

* significativo para p < 0,05

Tabela 40 — ANOVA dos dados obtidos no ensaio microbiolégico — método de difusdo em agar-
cilindros em placas utilizando meio de cultura Agar Sabouraud-dextrose 2%, Candida albicans
como microrganismo teste, tempo de incubacgéo de 18 horas e temperatura de 35 + 2 °C.

Somados Quadrado

Fontes de variacao GL Quadrados Medio F calc F tab
Preparacéao 1 0,048 0,048 0,23 4,20
Regresséo 1 308,669 308,669 1458,29* 4,20
Desvio de paralelismo 1 0,093 0,093 0,44 4,20
Quadratico 1 0,826 0,826 3,90 4,20
Diferenca de quadratico 1 0,034 0,034 0,16 4,20
Entre doses 5 309,669 61,934 292,60* 2,60
Entre placas 5 1,566 0,313 1,48 2,60

Dentro (erro) 25 5,292 0,212

Total 35 316,526

* significativo para p<0,05
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Tabela 41 — DPR dos teores encontrados no estudo de fotoestabilidade da solu¢do metandlica (Sol-
ceto) e do xampu (Xb-ceto) ap6s exposicdo a luz natural.

Tempo DPR (%) DPR (%)
(meses) (Solucéo metandlica) (Xampu)
frasco frasco frasco frasco
transparente opaco transparente opaco
0 0,6 0,6 0,1 0,1
1 0,7 0,2 1,9 1,8
2 0,9 0,8 1,0 1,5
4 0,5 0,8 0,3 0,7
6 1,6 0,6 1,8 1,3
8 1,2 0,4 0,7 1,9
10 11 0,1 1,3 2,6
12 0,5 0,5 0,4 2,8
14 0,5 2,3 0,2 2,6
17 0,4 1,0 1,3 2,5
19 0,5 1,8 1,4 0,7
22 1,3 2,9 0,8 2,9
26 1,9 1,6 2,4

Tabela 42 — DPR dos teores encontrados no estudo de fotoestabilidade das formulagdes comerciais
(Forml e Form2).

Tempo
(meses) DPR (%)
Forml Form2

0 1,4 0,5
3 0,1 3,7
6 0,3 4,0
11 1,3 0,2
17 1,6 1,8




