Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences
vol. 43, n. 2, abr./jun., 2007

RBCF

Determinacao da seguranca biolégica do xampu de cetoconazol: teste de

irritacao ocular e avaliacao do potencial de citotoxicidade in vitro

Inara Staub'*, Aurea Silveira Cruz? Terezinha de Jesus Andreoli Pinto3,

Elfrides Eva Scherman Schapoval’, Ana Maria Bergold'

" Faculdade de Farmdacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, ? Secdo de Culturas Celulares, Instituto
Adolfo Lutz, > Departamento de Farmécia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo

* Correspondéncia:

1. Staub

Faculdade de Farmacia
Universidade Federal do Rio Grande
do Sul

Av. Ipiranga 2752, sala 703
90610-000 - Porto Alegre - RS, Brasil

Cetoconazol é um agente antifungico, que pode ser incorporado
em diferentes formas farmacéuticas, como, por exemplo, xampus
e cremes. O objetivo do trabalho foi avaliar a seguranga biologica
in vivo (feste de irritagdo ocular) e in vitro (teste de citotoxicidade)
do xampu de cetoconazol degradado sob a¢do da luz. Para tanto,
a formulagdo foi exposta a radiagdo UV-C (254 nm) e foram
empregados dois métodos para a determinagdo quantitativa do
cetoconazol: CLAE e ensaio microbiolégico. Os resultados
demonstraram altera¢do do cetoconazol em presenca da luz —
presenca de picos secundarios no cromatograma e diminui¢do da
atividade antifungica - entretanto, ndo demonstraram alteragdo
na seguranga biologica entre xampu de cetoconazol e xampu de
cetoconazol contendo produtos de degradagdo.
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INTRODUCAO

As infeccdes causadas por fungos estao entre as cau-
sas mais comuns de doengas cutaneas. Dentre elas, podem-
se citar as malassezioses, que sdo as formas clinicas da in-
fecg¢do causada pela levedura Malassezia: pitiriase (tinha)
versicolor, foliculite por Malassezia e alguns autores
correlacionam o fungo Malassezia furfur ao desenvolvimen-
to da dermatite seborréica (Gupta, Madzia, Batra, 2004;
Klenk, Martin, Hefferman, 2003). Atualmente, o xampu de
cetoconazol ¢ uma forma de tratamento eficaz e amplamente
utilizada para combater estas infeccdes.

O cetoconazol (Figura 1), pertencente a classe dos
imidazo6is, possui agdo sistémica e topica, podendo ser in-
corporado em diversas formas farmacéuticas. O principal
efeito dos imidazois sobre os fungos ¢ a inibi¢ao da esterol

14-0-desmetilase prejudicando a sintese do ergosterol na
membrana, inibindo o crescimento dos fungos (Benett,
1996).
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FIGURA 1 - Estrutura quimica do cetoconazol.
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Em geral, formulac¢des de cetoconazol sofrem altera-
¢do muito rapidamente sugerindo a formacao de produtos
de degradacdo (Staub et al., 2002; Skiba et al., 2000;
Allen, Erickson, 1996; Thoma, Kiibler, 1996). Segundo
Tonessen (2001), farmacos sensiveis a luz podem ser afe-
tados pela luz solar (especialmente radiacdo ultravioleta)
e por fonte de luz artificial (Iampada fluorescente). A expo-
sicdo inadequada a luz pode levar a fotodegradagao da
substancia ativa, podendo formar um produto inativo, mas,
também, pode alterar propriedades fisico-quimicas como
alteragdo na coloragio do produto. E conhecido que certos
produtos de degradagdo apresentam maior toxicidade que
a substancia ativa que os originou (Nudelman, 1975). Por
isso, ¢ importante que durante os estudos de estabilidade de
um produto seja avaliada a possivel alteracao na toxicidade
do produto final.

Assim sendo, o objetivo do trabalho foi avaliar a
seguranga biologica da formulacdo de xampu de cetoco-
nazol, apos exposic¢ao do produto a luz e deteccdo de pro-
dutos de degradacdo, para verificar se os mesmos altera-
vam o grau de irritagdo do produto. Para tanto, foram em-
pregados dois testes — teste de irritagdo ocular e avaliagdo
do potencial de citotoxicidade in vitro — para posterior
comparacao dos resultados obtidos.

MATERIAL E METODOS
Xampu de cetoconazol

Os excipientes empregados no preparo do xampu de
cetoconazol 2% foram éter lauril sulfato de sddio,
dietanolamida de 4acido graxo de coco, metilparabeno,
cloreto de sodio e agua. Para solubilizagdo do farmaco e
ajuste do pH da formulagao (5,5) foram empregados HCI
M e NaOH M, respectivamente.

Avaliacao da fotoestabilidade

Amostras do xampu de cetoconazol foram acondicio-
nadas em cubetas de plastico descartaveis Plastibrand®,
transparentes ao UV, e, em seguida, foram expostas a lam-
pada UV-C (lampada Light express LE UV (254 nm), 30
W colocada em uma camara, espelhada internamente, com
100 x 16 x 16 cm. Juntamente com os testes de degradacao
do farmaco, avaliou-se a formula¢ao do xampu base (con-
tendo somente os excipientes) e amostras do xampu de
cetoconazol revestidas com papel aluminio para protegado
da luz.

As amostras expostas a luz UV-C foram avaliadas
apods 24 horas e quantificadas através de dois métodos de-
senvolvidos e validados: cromatografia liquida de alta efi-
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ciéncia (CLAE) (Staub, Bergold, 2004) e ensaio
microbiolégico (Staub, Schapoval, Bergold, 2005).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As analises foram realizadas em cromatografo a li-
quido de alta eficiéncia SHIMADZU LC-10AD, detector
de UV-Vis SPD-10AYV, central de controle SCL-10A ¢
desgaseificador DGU-14A. A fase movel foi constituida de
monoisopropilamina-metanol (2:500, v/v) / acetato de
amonio-agua (1:200, p/v) (7:3, v/v) e pH final de 5,5 ajus-
tado com acido acético. As condigdes cromatograficas uti-
lizadas foram fluxo de 1 mL/min, coluna LiChrospher®
100 RP-8, 5 um (150 mm x 4,6 mm), comprimento de onda
de 225 nm e volume de injegdo de 20,0 uL.

Para preparo da solugdo amostra foram pesados
0,4 g do xampu de cetoconazol e diluidos na fase movel,
sendo que a concentragdo de trabalho foi de 320 pg/mL.
Como referéncia foi preparada solucdo padrao contendo
300 pug/mL de cetoconazol substancia quimica de referén-
cia. As amostras foram analisadas em triplicata e o desvio
padrao relativo entre os teores obtidos foi calculado.

Ensaio microbioldgico

O teor de cetoconazol presente no xampu foi determi-
nado através do método de difusdo em dgar — cilindros em
placas, com delineamento 3 x 3. Os parametros emprega-
dos para a realizagao do ensaio foram os seguintes:
Candida albicans ATCC 10231 como microrganismo tes-
te, concentragao do inoculo de 0,5%, meio de cultura Agar
Sabouraud-dextrose 2%, concentracdo das solucdes de
20,0, 100,0 € 500,0 pg/mL e incubacdo das placas por 18
horas, 35 £ 2 °C. A determinac¢do da poténcia do
cetoconazol na amostra foi determinada pela equacao de
Hewitt (1977). O ensaio foi avaliado através de analise de
variancia (ANOVA), conforme preconizado pela F. Bras.
IV (1988).

AVALIACAO DA SEGURANCA BIOLOGICA

Foram avaliadas duas formulag¢des de xampu de
cetoconazol: amostra nao degradada (103,3%) e amostra
degradada (41,4%). Para a realizagdo dos ensaios, as
amostras ndo foram submetidas a tratamento prévio, como
esterilizagdao ou extragdo e foram aplicadas diretamente
sem diluigao.

Teste de irritacao ocular

O procedimento, a seguir descrito, foi baseado no
trabalho desenvolvido por Draize e colaboradores (1944).
Os experimentos foram realizados em coelhos albinos, da
raca Nova Zelandia com peso corporeo de 2 a 2,5 kg. Uti-
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lizaram-se cinco coelhos para cada amostra. O trabalho foi
aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio
Animal da FCF/USP (Protocolo CEEA n° 94).

Com auxilio de uma seringa aplicou-se 0,1 mL do
xampu no olho direito do coelho enquanto que o olho es-
querdo serviu como controle. Em seguida as palpebras
foram mantidas unidas por 30 segundos, massageando-se
o olho do animal para permitir o contato uniforme com o
produto.

As avaliagodes das reagdes oculares foram baseadas
na escala de Draize e colaboradores (1944). Analisaram-se
os efeitos causados na regido da cornea, como opacidade e
area envolvida, na regido da iris, como irite e regido da
conjuntiva, como hiperemia (superabundancia de sangue),
quemose (edema) e secre¢ao. Essas reagdes foram observa-
das depois de decorridas 24, 48, 72 horas e no final do sé-
timo dia ap6s aplicacao do produto. O valor final de cada
animal foi obtido e a média dos cinco coelhos foi calcula-
da, resultando no indice de irritagdo ocular.

Avaliagcado do potencial de citotoxicidade in vitro

Os ensaios foram realizados na Se¢do de Culturas
Celulares do Instituto Adolfo Lutz (IAL). A linhagem ce-
lular empregada foi 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, | mM de piruvato de
sodio e 10% de soro fetal bovino (MEM), sem antibiotico
e incubadas a 36 °C. A dispersao da monocamada celular
foi efetuada utilizando uma associacdo de tripsina 0,2% e
versene 0,02%.

O método utilizado foi difusdo em agar, segundo
Farmacopéia Americana (USP 28, 2005). Para tanto, as
células foram semeadas em volumes de 5 mL em placas de
Petri (60 x 15 mm), na concentragdo de 3 x 10° céls/mL. A
incubagdo foi realizada por 48 horas a 37 °C em atmosfe-
ra imida contendo 5% de CO,. Apos este periodo, 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 agar
(BBL-Becton Dickinson) a 1,8% contendo 0,01% de ver-
melho neutro (Merck), como corante vital. No momento do
uso o agar foi fundido e misturado com o MEM, ambos a
temperatura de 44 £ 1 °C.

As amostras de xampu foram colocadas em discos de
papel de filtro atoxico que foram posicionados sobre a
camada de agar. As placas foram incubadas em estufa a
37 °C com 5% de CO, por 24 horas. Foram utilizados frag-
mentos de latex como controle positivo e discos de papel
atoxico como controle negativo. Para a determinagao de
cada amostra utilizaram-se quatro placas. Apds o periodo
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de incubacao, as placas foram observadas macroscopica e
microscopicamente ¢ a citotoxicidade foi constatada pela
presenca de halo claro ao redor da amostra testada. Fez-se
a determinagao 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 (IZ) foram graduados segundo a
Farmacopéia Americana (USP 28, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Recentemente, a decomposi¢ao de farmacos, como
resultado da absorcao da radiagao luminosa, tem recebido
maior atengdo devido a estrutura quimica complexa de
muitos compostos (Lachman, Lieberman, Kanig, 2001). A
exposi¢do a luz pode influenciar a estabilidade do produ-
to levando a modificagoes fisico-quimicas, como coloragao
ou descolorag@o do produto; além disso, a exposi¢ao
inapropriada a luz pode originar produtos toxicos de
fotodegradagao.

Em trabalhos anteriores, foram desenvolvidos e va-
lidados dois métodos para doseamento do farmaco na for-
ma farmacéutica xampu: CLAE e ensaio microbiologico.
Atualmente, quase todos os ensaios de estabilidade de
farmacos recorrem a CLAE como método de analise, pois
esta consegue separar ¢ quantificar a substancia ativa jun-
tamente com seus produtos de degradagao (Watson, 2005).
Além da CLAE, o ensaio microbiologico ¢ muito util, pois
este esclarece duvidas a respeito da possivel perda de ati-
vidade da substancia em analise (USP 28, 2005).

Com auxilio dos métodos desenvolvidos e validados
foi possivel avaliar a estabilidade do cetoconazol em xam-
pu e verificar que o farmaco sofre degradacgao por acao da
luz (Staub, 2005). Além da diminui¢do significativa nos
teores das amostras e detecgdo de produtos de degradagao
nos cromatogramas (Figura 2), foi possivel verificar inten-
sa mudanga de coloragdo da formulacao. O xampu base
exposto a luz UV-C e o xampu de cetoconazol revestido
com papel aluminio ndo sofreram alterag¢des, durante a
exposicao a luz. Através do ensaio microbiologico, verifi-
cou-se diminui¢@o na atividade do cetoconazol em xampu,
frente ao microrganismo teste (Candida albicans). A com-
paragdo entre as placas da amostra integra e degradada
demonstrou que o produto diminui a atividade, pois os
halos formados, apds exposi¢cdo do produto a luz, foram
menores. Os resultados obtidos nesse estudo de estabilidade
serdao minuciosamente discutidos e publicados em um novo
trabalho.

Apos a constatacdo da diminuicdo da atividade do
farmaco e detec¢do de produtos de degradacao nos
cromatogramas, procedeu-se a avaliagdo da seguranga
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FIGURA 2 - 1) Cromatograma do cetoconazol xampu (320 pg/mL) e 2) cromatograma do cetoconazol xampu, apos
exposi¢do a lampada UV-C por 24 horas (concentragdo teorica 320 pg/mL), 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.

biologica (teste de irritagdo ocular) da formulagao integra
e formulagdo contendo produtos de degradagao, para veri-
ficar se a presencga destes alterava o grau de irritagao do
produto.

Os coelhos foram examinados 24, 48, 72 horas e sete
dias apds a instilagdo do xampu no olho direito. Os resulta-
dos obtidos para as amostras encontram-se nas Tabelas I e
II. A partir dos resultados obtidos, foi possivel classificar o
grau de irritag@o das formulagdes com auxilio da tabela de
graduagao do produto (Tabela III). Para o xampu ndo degra-
dado (teor de 103,3%) o produto mostrou-se irritante mode-
rado (Classe I1I), da mesma forma, o xampu contendo os
produtos de degradagao (teor de 41,4%) mostrou-se um pro-
duto irritante moderado (Classe III).

Para a avaliacdo da seguranga bioldgica de xampus
em geral, um teste amplamente empregado ¢ o teste de
irritagdo ocular em coelho. Entretanto, o teste de Draize,
por utilizar animais, ¢ bastante questionado devido ao in-
tenso sofrimento dos mesmos. Segundo a Anvisa (2005),

apesar dos esforgos para reducao e substituicdo de animais
de laboratorio na experimentacao bioldgica, ainda ndo é
possivel abandonar a utiliza¢ao desses animais na avalia-
¢a0 da seguranga de produtos, nos seus mais diversos as-
pectos. De uma forma geral, recomenda-se que os animais
de laboratdrio utilizados em experimentacao sejam manu-
seados dentro dos preceitos éticos preconizados pelos
Guias Internacionais como no Guide to the Care and Use
of Experimental Animal (1992), de forma a contribuir para
o refinamento dos ensaios ¢ a diminui¢do do sofrimento a
que possam ser submetidos durante a realizagao de ensaio
biolégicos. Atualmente, muitos estudos tém sido feitos para
obtencdo de métodos in vitro, que possam ser utilizados
como substitui¢do ao teste de irritacao ocular.

Sendo assim, as culturas celulares assumem impor-
tancia nos testes de toxicidade, pois sdo sensiveis,
reprodutiveis, faceis de estabelecer e gerenciar, com meno-
res custos. Atualmente, sistemas de células encontram uti-
lizagdo para avaliar o potencial citotoxico de componentes
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TABELA | — Valores obtidos apds o teste de irritacdo ocular, segundo escala de Draize, para amostra de xampu de

cetoconazol a 2% nao 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 = DP 26,20 = 6,26 20,60 + 8,14 12,00 £ 4,63 2,40 + 1,67
TABELA 11 — Valores obtidos apds o teste de irritagdo ocular, segundo escala de Draize, para amostra de xampu de

cetoconazol a 2% 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 = DP 16,20 + 4,09 12,00 + 3,81 6,40 + 0,89 0,80 + 1,09

TABELA Il — Classificagdo do produto apos teste de irrit

acdo ocular (INCQS, 2002)

Classe Indice de Classificagdo
irritacdo ocular

Observagodes

1 0-14,9 ndo irritante
1 15-249 irritante leve
1l 25-499 irritante moderado
Vi 50-79,9 irritante severo
V 80-110 irritante maximo

M24h<2,4 = Classe I; se M24h>2.4 ir p/ Classe 11
1)M48h<2,4=Classe II, se M48h>2.4 ir p/ item 2
2)M72h<2,4=Classe 11, se M72h>2.4 ir p/ Classe 11l
1)M7d<20 ir p/ item 2, se M7d>20 ir p/ Classe [V
2)L7d<10 em pelo menos 3 animais = Classe II1, se L7d>30
em pelo menos 1 animal = Classe IV

1)M7d<40 ir p/ item 2, se M7d>40 ir p/ Classe V
2)L7d<30 em pelo menos 3 animais = Classe [V, se L7d >80
em pelo menos 1 animal = Classe V

1)M7d>40 ir p/ item 2

2)L7d>60 em pelo menos 1 animal = Classe V

L: leitura de cada coelho; M: média das leituras

cosméticos, materiais médico-hospitalares, produtos far-
macéuticos e quimicos. A citotoxicidade € baseada nos efei-
tos da substancia-teste sobre a integridade celular, cresci-
mento celular e alteragdes de parametros especificos
bioquimicos ou fisioldgicos (Pinto, Kaneko, Ohara, 2000).

Para a avaliagdo da seguranca bioldgica do xampu de
cetoconazol, contendo produtos de degradacio, foi realiza-
da, além do teste de irritagdo ocular, a avaliacdo do poten-
cial de citotoxicidade in vitro para posterior comparagao
dos resultados obtidos entre os dois testes.
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TABELA IV — Valores dos indices de zona obtidos ap0s a leitura das placas de culturas celulares, utilizando linhagem celular
NCTC Clone 929 (ATCC CCL-1), para as amostras de xampu de cetoconazol a 2% ndo degradado (ND) e degradado

(D)
Placas 1Z 1Z Controle Controle
Xampu (ND) Xampu (D) positivo negativo
(103,3%) (41,4%)

1 4 4 4 0

2 4 4 4 0

3 4 4 4 0

4 4 4 4 0

1Z: indice de zona obtido apos leitura das placas

Os resultados, apos leitura dos halos formados, estao
apresentados na Tabela I'V. As duas formulagdes apresen-
taram severo efeito toxico, ao redor da amostra, para a li-
nhagem celular NCTC Clone 929 (ATCC CCL-1).

Verificou-se que os dois produtos analisados nao ti-
veram diferenca entre si, demonstrando que o xampu de
cetoconazol contendo produtos de degradacdo nao tem seu
grau de irritagdo aumentado em relagdo a formulagdo na
forma integra. Entretanto, observou-se diferenca nos resul-
tados obtidos entre os dois métodos empregados; isso pode
ser explicado, pois segundo Wilhelmus (2001), os dados
obtidos in vitro nem sempre correspondem corretamente
aos resultados obtidos através de estudos in vivo.

O uso de animais em pesquisa e o desenvolvimento de
métodos alternativos in vitro tém sido constantemente dis-
cutidos. Entretanto, até agora, nenhum teste in vitro, indi-
vidualmente, teve aceitagdo plena como alternativo ao teste
de Draize. Como no teste de irritagdo ocular ha mais de um
mecanismo envolvido, pois o olho é um sistema complexo,
os resultados entre os métodos foram diferenciados, sendo
os resultados in vitro mais elevados que os in vivo.

CONCLUSAO

. O teste de irritacao ocular em coelho demonstrou que
a presenca de produtos de degradagao nas formula-
¢oes, mesmo em quantidades elevadas, ndo aumentou
a irritagcdo ocular em coelho.

. A avaliacdo da citotoxicidade permitiu verificar que
a presenga dos produtos de degradag@o, mesmo em
quantidades elevadas, ndo aumentou o grau de
irritacdo das amostras.

. Os ensaios in vitro € in vivo ndo apresentaram os
mesmos resultados indicando que um tinico ensaio in
vitro nao ¢€ suficiente para uma completa avaliagdo
dos efeitos observados in vivo.
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ABSTRACT

Determination of the biological reactivity of
ketoconazole in shampoo: Draize eye test and
cytotoxity test

Ketoconazole is an antifungal agent and can be
incorporated into several dosage forms, as an example it
could be mentioned shampoos and creams. The aim of this
work was to assess the biological reactivity in vivo (Draize
eye test) and in vitro (cytotoxity test) of ketoconazole in
shampoo degradeted under action of light. The
Jformulation was exposed to UV-C (254 nm) radiation and
two methods were used for the quantitative determination
of ketoconazole: HPLC and microbiological assay. The
results showed alteration in ketoconazole in presence of
light - secondary peaks in chromatogram and decrease in
antifungal activity - however, no alteration on the
biological reactivity between ketoconazole shampoo and
ketoconazole shampoo containing degradation products
was observed.

UNITERMS: Ketoconazole. Shampoo. Degradation
products. Draize eye test. Cytotoxity test.
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