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RESUMO: O xampu de cetoconazol é um
medicamento com potente atividade contra
dermatofitos e leveduras, promovendo alivio
do prurido e da descamacgdo associados
a dermatite seborreica, caspa ou pitiriase.
Devido as particularidades fisico-quimicas,
0 cetoconazol, requer cuidados para
incorporacdo em cosmeéticos, sobretudo
por questdes de solubilidade e estabilidade.
Esse  medicamento é amplamente
prescrito e usado em todo o mundo, seja
na forma industrial ou magistral. Desta
forma, o trabalho objetivou caracterizar
as propriedades fisico-quimicas e avaliar
a irritabilidade in vitro por HET-CAM de
xampus de cetoconazol comercializados
na cidade de Teresina-Pl. Foi realizado o
levantamento das farmacias magistrais de
Teresina -Pl com posterior amostragem
e sorteio das farmacias para obtencéo
dos xampus de cetoconazol. As amostras
foram caracterizadas quanto a aspectos
organolépticos, identificacdo dos analito por
UV/VIS, densidade, indice de espuma, pH
e teste de centrifuga. Além disso foi feita
analise de irritabilidade in vitro por método
alternativo HET — CAM. Com a amostragem
obteve-se 25 farmacias magistrais nas quais
5 foram selecionadas e identificadas de A-E.
Os xampus analisados se mostraram dentro
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dos padrbes esperados de acordo com a as caracteristicas organonépticas, densidade,
indice de espuma, enquanto que analises de pH evidenciaram inconformidades dos produtos.
Apenas o produto C apresentou pH acido, que é o ph étimo para solubilizagdo do cetoconazol.
Quanto ao ensaio de irritabilidade, todos os xampus apresentaram algum grau de irritagdo
cutanea, levando aos pesquisadores sugerirem que seja identificado no rotulo dos produtos
os cuidados na utilizagdo, especialmente se o produto entrar em contato com area dos olhos.
PALAVRAS-CHAVE: Xampu; Cetoconazol; Manipulacdo; HET-CAM; propriedades fisico-
quimicas.

ABSTRACT: Ketoconazole shampoo has potent activity against dermatophytes and yeasts,
providing relief from itching and flaking associated with seborrheic dermatitis, dandruff or
pityriasis. Due to its physicochemical characteristics, ketoconazole requires care to be
incorporated into cosmetics, especially for reasons of solubility and stability. This drug is
widely prescribed and used throughout the world, whether in industrial or magistral form. The
aim of this study was to characterize the physicochemical properties and assess the in vitro
irritability by HET-CAM of ketoconazole shampoos sold in the city of Teresina-PI. A survey of
pharmacies in Teresina-Pl was carried out, with subsequent sampling and random selection
of pharmacies to obtain ketoconazole shampoos. The samples were characterized in terms
of organoleptic aspects, identification of analytes by UV/VIS, density, foam index, pH and
centrifuge test. In addition, in vitro irritancy analysis was carried out using the alternative HET
- CAM method. The sampling yielded 25 pharmacies, 5 of which were selected and identified
A-E. The shampoos analyzed were within the expected standards in terms of organoleptic
characteristics, density and foam index, while pH analyses showed that the products did not
comply. Only product C had an acid pH, which is the optimum pH for solubilizing ketoconazole.
As for the irritancy test, all the shampoos showed some degree of skin irritation, leading
the researchers to suggest that the product label should indicate the precautions for use,
especially if the product comes into contact with the eye area.

KEYWORDS: Shampoo; Ketoconazole; Manipulation; HET-CAM; physicochemical properties.

11 INTRODUGAO

Desde os primérdios a humanidade se preocupa com a higiene. Os primeiros registros
do uso de produtos de higiene datam de 600 a.C., quando os arabes desenvolveram o
sabonete, utilizados para lavar corpo e cabelo. O primeiro xampu surgiu posteriormente,
como uma variacao do detergente liquido, iniciando amplo comércio durante a Segunda
Guerra Mundial (CRUZ, et al, 2021). O uso dos xampus estao cada vez mais crescente
pelas pessoas, seja pela busca da limpeza do couro cabeludo, embelezamento do cabelo e/
ou tratamento de doencas (CHIROLI et al, 2013). Dentro desse contexto, estéo incluidos os
xampus medicamentosos, como o de cetoconazol, amplamente utilizado para tratamento
de caspas por dermatite seborreica (GARY et al, 2015). A dermatite seborreica é causada
principalmente por leveduras do género Malassezia, que causa infeccdo geralmente
benigna, ndo contagiosa, crénica com vérias recidivas, atingindo uma ampla faixa etaria,

porém suscetivel a cetoconazol (DALL'OGLIO et al, 2022).
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O cetoconazol é um farmaco antimicético de amplo espectro, com acgéo sistémica
e topica, apresentando versatilidade para incorporacdo em vérias formas farmacéuticas,
tendo seu mecanismo de acgéo a inibicdo do sistema enzimatico responsavel por manter
a estrutura e estabilidade da membrana dos microrganismos (STAUB, 2005). Em
formulagOes tdpicas, 0 cetoconazol costuma ser incorporado a uma concentragdo de 1
a 2%, apresentando maior eficiéncia na concentracdo de 2%, requerendo sucessivas
aplicacbes para evitar recidivas de caspas por dermatite seborreica (RAPELLINI; RIGO;
MARTINS, 2023)

O farmaco apresenta baixa solubilidade em agua e sensibilidade aluz, logo, apresenta
dificuldades para incorporagéo em veiculos aquosos, como os xampus (PUBCHEM, 2024).
Além disso, 0 cetoconazol apresenta problemas de estabilidade, formando produtos de
degradacgéo quando exposto a iluminagéo natural ou artificial (STAUB, et al 2007).

Além de ser amplamente prescrito em xampus magistrais, € sabido que o cetoconazol
possui a capacidade de alterar a estabilidade dos xampus, sobretudo cor e viscosidade
(STAUB, 2005). Visando assegurar a exceléncia, a prote¢cdo e o desempenho satisfatorio
dos produtos magistrais, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a
Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 67/2007. Tal normativa determina os critérios
a serem cumpridos para a implementacao das diretrizes de Qualidade na fabricagdo dos
produtos magistrais. Apesar disso, Vogel et al (2022), citam que ha uma caréncia de estudo
sobre boas préaticas de fabricacdo de cosméticos magistrais. Nado obstante, Almeida et
al (2020), colocam que, devido a falta de controle de qualidade lote a lote e auséncia
de estudos de estabilidade, existe uma preocupacédo quanto a qualidade dos produtos
magistrais frente aos industrializados.

Arealizagéo de testes fisico-quimicos é fundamental na produg¢do de medicamentos
e cosméticos magistrais para garantir a qualidade, estabilidade e eficacia dos produtos.
Esses testes avaliam aspectos como o pH, viscosidade, uniformidade de conteudo e aspecto
visual, além de detectar possiveis alteragbes na composi¢éo. Por meio deles, assegura-se
que os ingredientes estdo bem incorporados e que o produto mantém suas caracteristicas
ao longo do tempo, evitando, por exemplo, separagdes de fases ou degradagdes quimicas
que possam comprometer seu desempenho e seguranga (RAPELLINI; RIGO; MARTINS,
2023).

No entanto, Vieira e Colaboradores (2020), afirmam que para garantir uma aplicagéo
segura, ndo basta que o produto seja estavel e eficaz. Testes de seguranca também séo
essenciais para verificar a auséncia de efeitos adversos, como irritacdo, sensibilizagéo,
fototoxicidade e fotoalergia. Esses testes asseguram que o produto, ao entrar em contato
com a pele ou ser exposto ao sol, ndo causara reacdes indesejadas, protegendo a saude
do consumidor e garantindo a segurancga de uso.

Nesse contexto, a membrana corioalantoide (CAM) do embrido de galinha tem sido

amplamente empregada na analise de toxicidade e segurancga de produtos farmacéuticos,
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sendo um método valioso nesse tipo de avaliacdo. Sua sensibilidade permite que reaja
rapidamente a estimulos quimicos e biolbgicos, facilitando a detec¢é@o de reacdes adversas
em formulacdes. Esse modelo se posiciona entre os testes celulares in vitro e os ensaios
pré-clinicos em mamiferos, possibilitando uma alternativa eficaz e ética para o estudo inicial
da seguranca de medicamentos e cosméticos, promovendo 0 avanco seguro e responsavel
desses produtos (BEZERRA, 2023).

Dado o exposto, o presente trabalho objetivou analisar aspectos fisico-quimicos e
de irritabilidade dos xampus de cetoconazol 2% comercializados em Teresina, bem como

comparar as amostras nos aspectos analisados.

21 METODOLOGIA

Inicialmente, foi realizado um levantamento das farmacias magistrais de Teresina
através do Conselho Regional de Farmécia do estado do Piaui (CRF-Pl). Em seguida,
fez-se uma amostragem e sorteio dos estabelecimentos identificados para aquisicao dos
xampus de cetoconazol. Apés adquirir os produtos, foi feita a rotulagem de forma que néo
identificasse os estabelecimentos, utilizando letras alfabéticas. Todas as amostras foram
caracterizadas fisicoquimicamente e avaliadas quanto ao teste de irritabilidade in vitro,
utilizando método alternativo ao uso em animais denominado HET-CAM. Os ensaios fisico-
quimicos e de irritabilidade estéo descritos a seguir.

2.1 ldentificacao do principio ativo

A identificacdo de cetoconazol nas amostras foi qualitativa, realizada via
espectrofotometria UV-VIS (Shimadzu® UV Spectrophotometer) seguindo o descrito por
Boarolli e Bender (2019), com devidas adaptacdes. Inicialmente, fez-se uma varredura
de cetoconazol SQR, utilizando uma solugéo de 5 pg/mL entre 210 e 270 nm, afim de
identificar o pico maximo de absorbancia. Em seguida, as amostras foram preparadas a
uma concentracao teorica de 20 yg/mL, e lidas na faixa de maxima absorcéo identificada
na varredura do padrao

2.2 Caracteristicas organolépticas

As amostras foram analisadas qualitativamente pelos pesquisadores, buscando
estabelecer caracteristicas atrativas ao consumidor. Foram feitas analises da cor, odor e
aspectos gerais, como fluidez e opacidade (BRASIL, 2022).

2.3 Densidade

A densidade das amostras foi determinada pelo método do picnémetro, conforme
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preconizado na Farmacopeia Brasileira, utilizando um picnédmetro de 25 mL. Inicialmente,
fezse a calibragdo do picndémetro, utilizando sua massa vazia e sua massa com agua
destilada a 20 °C. Em seguida encheu-se o picndmetro com as amostras e determinou-se
a massa. A densidade relativa foi obtida pela razdo entre a massa do xampu e a massa de
agua. A densidade de massa foi obtida pela razéo entre a massa do xampu e seu volume
(BRASIL, 2022).

2.4 Resisténcia a centrifugacéao

Seguindo o Guia de Controle de Qualidade de Produtos cosméticos da ANVISA
(2020), a partir das amostras coletou-se aliquotas de 10 mL, e centrifugou-se a 3000 RPM
por 15 minutos, a fim de observar a formacao de sedimento, separacéo de fases e formacéo
de caking. (ANVISA, 2008; SOUZA e NOBREGA, 2018).

2.5 Determinacao do pH

O pH foi determinado por potenciometria com aparelho Simpla pH 140, na qual a
amostra foi analisada em triplicata, e o valor médio foi utilizado para discussao (BRASIL,
2022)..

2.6 indice de espuma

O indice de espuma foi obtido pelo método da proveta conforme Souza e Nobrega
(2018). Coletou-se 5 mL de cada amostra e transferiu-se para provetas de 100 mL, e
completouse o volume com agua até 50 mL, seguida por agitagdo durante 10 segundos,
onde a espuma formada foi medida nos tempos 0, 5, 15 e 30 minutos.

2.7 Ensaio de irritabilidade

Os ensaios de irritabilidade foram realizados através do HET-CAM, método que visa
avaliar o potencial irritante de produtos topicos. A amostra é aplicada sobre a membrana
carioalantéide (CAM) de ovos de galinha férteis encubados durante 10 dias. Os ovos foram
encubados numa chocadeira Premium Ecologica® IP70 a 37 °C por 10 dias, onde cada
amostra foi analisada em sextuplicata, utilizando controles positivos e negativos.

Para exposicdo CAM, é necessaria a identificacdo e demarcacao da bolsa de ar dos
ovos, seguida pela remog¢do da membrana da casca, expondo assim a membrana corio-
alantéide.

(imagem 1).
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Imagem 1 — Fotografia da membrana cario-alantéide exposta.

Fonte — acervo proprio (2024).

Ainoculag@o da amostra seguiu o descrito por Oliveira et al, (2012), onde 300 yL de
amostra foram inseridos sobre a CAM, seguida por lavagem apés 20 segundos de contato
direto. A partir de entéo, no intervalo de 30 segundos, 120 segundos e 300 segundos,
observouse a ocorréncia de hiperemia, hemorragia e coagulagéo, atribuindo notas conforme
o tempo de aparecimento dos eventos (tabela 1). Com a soma das notas, tem-se o score
de irritacdo. O controle positivo foi realizado com a inoculagao de uma solugéo de hidroxido

de sédio a 0,1 mol/L, enquanto o controle negativo se deu pela inoculagcdo de uma solugcéo

salina.
TEMPO
EVENTOS 0 a 30 segundos 30 segundos a 2 minutos 2 a 5 minutos
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5
Coagulagé@o 9 7

Tabela 1 — Graduacgéao dos eventos de acordo com o tempo.

Fonte — adaptado de Oliveira et al, (2012).

ApOs atribuido o escore de irritagéo, cada produto foi classificado quanto ao potencial
de irritac@o, conforme expresso na tabela 2.

ESCORE DE IRRITACAO Classificacao
0,0-0,9 Nao irritante (N. I.)
1,0-4,9 Irritante leve (I. L.)
5,0-8,9 Irritante moderado (1. M.)
9,0 -21 Irritante severo (I.S.)

Tabela 2 — classificagéo do produto quanto ao potencial de irritagcéo

Fonte - adaptado de Oliveira et al, (2012).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento realizado no CRF apontou 25 estabelecimentos cadastrados, dos
quais 5 foram sorteados para aquisicdo das amostras.

Aidentificaga@o qualitativa, o pico de absorbancia para o cetoconazol SQR se deu em
245 nm, e as amostras foram lidas na mesma faixa, e todas apresentaram pico de absorgcéo
(gréfico 1). Portanto, qualitativamente, todas as amostras apresentaram resultados
satisfatérios quanto a presenca de cetoconazol.

3,000

2,000

Abs.

Amostras
1,000 -

Padrao

0,014 L = -
230,22 240,00 250,00 260,00 270,00 279,78
nm.

Grafico 1 — Espectro de varredura das amostras e padrdo para analise qualitativa.

Fonte — elaboracéo prépria.

Os aspectos gerais dos produtos analisados estdo expressos na tabela 3. Sem
contar com a parte do efeito terapéutico, seguranca e qualidade dos produtos farmacéuticos,
sabe-se que a estética e caracteristicas organolépticas adequadas resultam numa maior
aceitabilidade do produto. Alteragdes nas caracteristicas organolépticas, bem como nos
aspectos visuais, como odor acido, presenca de materiais solidos, separacao de fases séo
indicativos de manipulagéo inadequada do produto ou perda de estabilidade (SOUZA e
NOBREGA, 2018). Nesta perspectiva, dentre os materiais estudados, somente os produtos
B e C se mostraram aceitaveis.

Quanto a densidade de massa, o resultado de cada produto analisado esta expresso
na tabela 3. Todos os produtos apresentaram densidades semelhantes, com valor médio de
1,05 g/mL e desvio padrdo de 0,01.
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No que se refere o pH, todas as amostras se apresentaram proximo a neutralidade

(tabela 3), com excecé@o da amostra A, que se mostrou mais bésica, enquanto a amostra

de menor pH foi a C.

A literatura aponta que, em condic¢des fisiolégicas, o couro cabeludo tem pH entre

5 e 7, que pode ser alterado pelo uso diario de xampus, levando a alteragbes na estrutura
capilar. Portanto, xampus de uso diario devem ter no maximo pH 7 (OLIVEIRA et al, 2021).

N&o existe uma faixa ideal de pH para xampus de cetoconazol a 2%, mas Gindri et al, (2012)

sugerem que seja necessario um pH levemente 4cido para melhor acao antimicética, além

de facilitar a diluicdo do ativo. De acordo com o exposto, todos os produtos testados, com

excecgao do C, ndo apresentaram resultados inferiores ao pH 7.

Amostra Cor

A Vermelho
7,99+0,2

B Branco
7,42+0,1

C Alaranjado
6,90+0,3

D Alaranjado
7,2+0,2

E Vermelho
7,13+0,1

Odor Fluidez
Caracteristico Cremoso
Caracteristico Cremoso

perolado homogéneo
Frutado Espesso
homogéneo
Caracteristico Fluido
Caracteristico Fluido

Aspectos
gerais
Limpido/
fundo com
sedimento

Opaco/
Limpido/

Limpido/
fundo com
sedimento

Limpido/
fundo com
sedimento

Densidade pH

1,06+0,01

1,04+0,01

1,05+0,01

1,03+0,01

1,05+0,01

Tabela 3— Resultados das caracteristicas organolépticas, densidade e pH das amostras de xampu de
cetoconazol identificadas por ordem alfabética.

Fonte — Autoria propria (2024).

Outro parametro relevante dos xampus € a espuma gerada pelo produto, que sob o
ponto de vista do consumidor esta associada a qualidade e eficacia (COUTO et al, 2007).
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Grafico 2 — indice de espuma pelo tempo.

Fonte — autoria propria (2024).

Logo ap0s agitagédo, as medidas variaram entre 10 cm para amostra C e 17 cm para
amostra A, com diminui¢do variando entre 3 cm para a amostra E e 4 cm para amostra
A apoés 30 minutos. As espumas mais estaveis foram as formadas pelos produtos B e C,
com maior consisténcia ao demorar mais a diminuir em relagdo as outras amostras. Em
contraste, as amostras A e D tiveram espumas menos consistentes, com decaimento mais
rapido que as demais. As espumas mais duradouras e estaveis sugerem o emprego de
tensoativos secundarios (ndo iénicos e anfoteros) nas formulagdes, que além de estabilizar
a espuma, sdo capazes de reduzir a irritagdo (FUJIWARA et al, 2009). Portanto, a variagéo
no indice de espuma esta relacionada a qualidade, quantidade e variedade de tensoativos
que podem ser incorporados nas formulag¢des (LUZ, 2018; PEITER, 2022).

Ja no teste de centrifugacdo, nenhuma das amostras analisadas demonstrou
separagdo de fases na base. Contudo, todas as amostras apresentaram um precipitado
branco ao fundo, com excecéo da amostra C, apresentaram algum precipitado ap0s o teste
(imagem 2).

Imagem 2 — Teste da centrifuga

Fonte — autoria propria (2024).
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A amostra B se destacou por apresentar um precipitado aparentemente mais
volumoso que as demais amostras, enquanto a amostra C permaneceu uniforme. O
resultado pode evidenciar dificuldades de incorporacéo do farmaco ao xampu, dada a baixa
solubilidade do cetoconazol em meio aquoso, bem como sugere contaminag¢ao microbiana,
alteracgdes fisicas e quimicas (FUJIWARA et al, 2009; OLIVEIRA, 2021).

Outro ponto importante nos produtos topicos € a irritabilidade. O teste de irritabilidade
mais empregado em produtos é o protocolo de Draize, no qual a amostra é inoculada em
olhos de coelhos, método que tem sido cada vez mais alvo de criticas por razdes éticas
(RIVERO et al, 2021). A membrana carioalantéide (CAM) ao décimo dia de encubacao
mimetiza o tecido conjuntivo do olho de coelho, tanto nos aspectos histoldgicos bem como
caracteristicas inflamatorias, por ser vascularizada, porém isento de sofrimento animal
(SANTOS, 2018). Todos os produtos testados no referido experimento, apresentaram
algum grau de irritagéo (grafico 3). As amostras B e C foram as menos irritantes, sugerindo
0 emprego de tensoativos secundarios (ndo idnicos e anféteros), coincidindo com os que

tiveram espumas mais estaveis, conforme exposto por Fugiwara et al (2009).

1

NaCl NaOH A

14

Score de irritagdo
e
=Y o -] o ;¥

]

Amostrs

Grafico 3 — Teste de irritabilidade por modelo alternativo HET-CAM.

Fonte — autoria prépria (2024).

A irritabilidade dos xampus pode ser atribuida, principalmente, ao emprego dos
tensoativos utilizados, que de acordo com a finalidade do produto, podem ser mais
agressivos ou mais suaves, como as formulagdes infantis (RIVERO et al, 2021). Somado
a isso, Staub et al (2007) demonstraram que o cetoconazol também contribui para irritagdo
em produtos topicos. Portanto, quanto a irritabilidade, todos os produtos estdo coerentes
com a literatura.

Com esses resultados observa-se que em todos os xampus analisados existe algum
grau de irritacdo, sugerindo que se deve ter cuidado na utilizacdo do xampu de cetoconazol
perto da area dos olhos. Desta forma, deve-se fazer alertas sobre a utilizagdo do xampu na
embalagem do produto para evitar risco de irritacao ocular pelos usuarios do medicamento.
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41 CONCLUSAO

O estudo permitiu verificar a coeréncia entre os parametros fisico-quimicos e
de irritabilidade in vitro com a literatura, facilitando a comparagdo entre os produtos
comercializados. De acordo com o exposto, observou-se que em todas as amostras foi
identificada a presenga de cetoconazol; além disso, apenas uma amostra apresentou
pH levemente acido, em conformidade com o indicado na literatura. As caracteristicas
organolépticas mostraram-se aceitaveis. Ademais, todos os xampus apresentaram niveis
de irritagé@o leve ou moderada no teste HET-CAM. Portanto, os resultados insatisfatérios
ressaltam a importancia de avaliacdes rigorosas de seguranca e eficacia. Testes como o
HETCAM séao essenciais para detectar e corrigir possiveis reagdes adversas, garantindo

formulacGes seguras.
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