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1
INTRODUCAO

A caspa manifesta-se no couro cabeludo pela escamagado crdnica
constante, ndo inflamatdria e com produgdo e liberagio de flocos de escamas
de pele seca de coloragdo acinzentada, podendo ou ndc ocasionar ainda
prurido, rubor e alopécia. 2@ % 121.124137,1%

Existe muita divergéncia em relagdo aos fatores considerados
etioiégicos da escamagio excessiva do couro cabeludo, entre os quais citam-

se o aumento da renovacgdo celular ® % 2 o aumento e acimulo da

secrecio sebacea 1?4 *™®

e a presenga de microrganismos como o Malassezja
furfur > % 2% Considerando-se-esses fatores, um produto para o tratamento
da caspa deve conter principios ativos que apresentam propriedades
citostaticas, ou de limpeza, ou fungicidas ou caracteristicas queratoliticas, ou
ainda a associagio destas substancias .

Atuaimente, existe uma grande variedade de produtos destinados ao
tratamento da caspa, que vao desde cosmeticos vendidos em supermercados
e perfumarias, até os medicamentos industrializados e as formulas magistrais.
Os xampus representam o veiculo mais comum para os principios ativos
anticaspa. Em 1980, nos Estados Unidos, dos 6 xampus mais vendidos, 2
possuiam indicagéo para o tratamento da caspa &

Na década de 80 introduziu-se o cetoconazol no grupo dos principios
ativos anticaspa, veiculado em xampu na concentragdo de 2%. O cetoconazol
é um agente antifiingico imidazdlico de amplo espectro de aggo & % ©1.62. 104

122,134 ativo sobre o fungo associado A caspa .



Os microrganismos, além de causar danos 4 saude do homem, gquando
presentes em produtos cosméticos ou farmacéuticos, causam a deterioracao
dos mesmos pela agdo enzimatica de seus processos biologicos vitais,
alterando as caracteristicas estéticas e funcionais originais do produto. Além
disso, seus metabdlitos podem ser toxinas altamente perigosas a saude dos
usuarios * %8010

Os microrganismos contaminantes de produtos nao estéreis podem ser
provenientes de matérias-primas contaminadas, ou podem ser introduzidos
acidentalmente durante a sua produgio, mesmo em processos executados
segundo as boas normas de fabricaggo, ou pelo proprio usuario final >t 1%,

Para prevenir a agao de microrganismos, conservantes sao incluidos
nas formulas de cosmeéticos e em algumas matérias-primas que possuem
grande susceptibilidade a contaminagdo microbiana, como € o caso dos

' Os conservantes atuam sobre

tensoativos anidnicos para xampus
algumas estruturas das céiulas dos microrganismos, causando destruigio e
morte. Contudo, essas substancias podem agir também sobre as células do
homem, quando o produto entra em contato com a pele, causando reagdes
alérgicas. Nenhum conservante esta isento dessas caracteristicas
toxicologicas. Além disso, os conservantes representam um custo na formula,
encarecendo o produto.

Considerando-se a caracteristica antimicrobiana intrinseca do proprio
cetoconazol e também de conservantes que podem estar presentes nos
tensoativos utilizados, faz-se necessano o estudo da atividade antimicrobiana
de xampus com estas caracteristicas, quanto a necessidade de adigdo de
conservantes na férmuia.

Se comprovada a sua necessidade, a escolha do conservante e da
concentragao a ser utilizada devem ser definidas por estudos de eficacia

antimicrobiana.



2
OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi apresentar uma férmula base,
devidamente estudada quanto a eficacia antimicrobiana, para a formulagéo
de xampu anticaspa com cetoconazol, a ser utiizada em farmacias de

manipulagio.



3
REVISAO DA LITERATURA

3.1 CASPA
3.1.1Conceitos sobre caspa

A caspa é uma moléstia caracterizada pela escamagdo cronica
constante e ndo-inflamatéria do couro cabeludo, apresentando como sintoma
caracteristico a produgdo de escamas, podendo ocorrer rubor e prurido
associados 2 ® 110137

A incidéncia da caspa na populagdo @ muito comum, e é raro
encontrar-se individuos que n&o apresentam nenhuma caspa 2. Num estudo
efetuado nos Estados Unidos em 1980, verificou-se que apenas 5% da
populagdo estudada nio apresentava nenhum sintoma da caspa 2. Reforca
este dado, o resuitado obtidc do levantamento de xampus no mercado
americano em que se constatou que das 6 marcas mais vendidas, 2 eram
anticaspa .

A caspa é muito dificil de ser avaliada clinicamente pois os critérios
utilizados s&c muito subjetivos, dependendo da habilidade e do conhecimento
do dermatologista que faz 0 exame. A caspa pode ser classificada quanto a
severidade e a intensidade, e em geral, nos estudos descritos na literatura,
encontraram-se as graduagdes: 0-nenhuma, 1-suave, 2-moderada, 3-intensa
e 4-severa 5% 7

ROIA e VANDERWICK ''® utilizando 24 pacientes sem caspa e 28



com caspa, verificaram que aqueles com os valores médios dos pesos das
escamas liberadas entre 13,3 até 40,0 mg ndo apresentavam escamagao
visivel; aqueles com valores médios entre 40,0 até 79,9 mg apresentavam
escamagao visivel. A presenga de caspa moderada e severa foi verificada em
individuos que apresentavam valores médios entre 80,0 até 1199 mg e
maiores que 120,0 mg, respectivamente.

A escamacdo do extrato comeo paragueratotico ocorre devido a
aceleragfo da renovagao celular % 12,

A renovagéo celular inicia-se na por¢éo central da epiderme. As células
multiplicam-se e empurram as células das outras camadas mais externas.
Essas, entdo se tomam rigidas e achatadas, formando uma estrutura
entrelagada, a melanina é decomposta, perdem contato com o liquido
intersticial e s#o liberadas como pé queratinoso praticamente invisivel ¥. No
caso da caspa, esse pé queratinoso é produzide muito intensamente,
formando aglomerados de escamas visiveis que sao liberadas.

As escamas ou flocos de pele seca sdo ricas em grupamentos
sulfidrila, pentoses e pobres em nitrogénio aminico livre ® podendo apresentar
secrecio sebacea '®

O tecido do couro cabeludo apresenta na epiderme as camadas basal
e comea. Através da comparagdo destas camadas no estado normal e
quando na presenga de caspa, observam-se nitidas diferengas em relagdo ao
ndmero de camadas de células presentes, uniformidade da aparéncia,
queratinizagdo e a velocidade de multiplicagéo 2

No couro cabeludo normal, a camada cornea € composta da jungdo de
25 a 30 camadas de células, podendo chegar a 48. Cada camada é composta
de células poligonais com alguns focos de reproducéo celular intensa e com
poucas iregularidades. Sofre constante escamagéo, e 0 processo de
multiplicagdo celular é mais répido que o de outras células do organismo. Ja
no estado de caspa, a camada comea possui menos camadas de células,
num total de até 10 ou 15 e muitos focos de reprodugéo intensa. Isto resulta
em diferentes espessuras, tornando-a muito imegular e com contomo
ondeado, com fendas profundas e deslocamento de grupos celulares, que



tendem a enrolar e curvar. Ocorre entdo, a formagdo de microfocos de
paraqueratose e liberagdo de escamas. As células apresentam-se com o
nucteo desorganizado, poucos desmossomas e muitas goticulas de lipideo
que servem de nutriente aos microrganismos associados a moléstia = ®,

A camada basal produz as células que descamardo posteriormente. No
estado de caspa, esta camada & menor. A velocidade de proliferagdo das
células em pessoas com caspa é o dobro ® ou o triplo '* daquela em
pessoas em estado normal. Em condigbes normais do couro cabeludo, uma
célula produzida na camada basal demora de 20 a 30 dias para atingir a
camada comea. Essa mesma céiula leva apenas de 7 a 10 dias quando na
presenca de caspa ®. Isto ocasiona um processo denominado paraqueratose,
onde ha queratinizagdo incompleta das células > %'

O conteudo de zinco que as células do tecido com caspa apresentam &
o dobro da quantidade deste elemento em relagdo as ceélulas de tecidos
normais. O excessc de zinco esta relacionado ao aumento da atividade
enzimatica ‘%'

HARRY *’ classificou a caspa em trés tipos: pitiriase sicca (ou pitiriase
simples captis), siborréia sicca e pitiriase esteatdide {ou pitiriase serosa). As
caracteristicas das duas ultimas sdo semelhantes as da dermatite seborréica
(também denominada pitiriase circinata).

A pitiriase sicca ou pitiriase simples captis € causada por agressdes
mecanicas e quimicas ao couro cabeludo, que se apresenta seco, sem sebo,
e 0s sintomas da escamagido aparecem imediatamente e desaparecem
quando o agente agressor é retirado.

A siborréia sicca do couro cabeludo apresenta-se gordurosa, ocorre
somente a partir do 12 anos de idade e esta associada ao aumento da
produgdo de sebo, de caracteristica cronica, diferente do sebo normaimente
produzido nas células do couro cabeludo. Este tipo de caspa surge apos 3 a 4
dias do aumento da produgdo sebacea.

A pitiriase esteatéide, também denominada pitiriase serosa, apresenta-
se com produgéo de escamas muito gordurosas que ficam aderidas ao couro



cabeludo, acompanhadas de exsudagdo, de cura espontanea somente apds
alguns anos.

Segundo BONADEO '® a caspa apresenta um ciclo de duas fases,
uma inicial exdgena seguida de uma enddgena. Na primeira fase ocome o
aumento da secregio sebacea e a lipdlise por enzimas de bactérias e fungos,
liberando acidos graxos. Estes sdo oxidados por peroxidases também de
origem microrganica, pelo oxigénio do ar ou pela radiagdo luminosa, formando
lipoperdxidos que sdo irritantes ao couro cabeludo. Na fase enddgena, os
lipoperoxidos passam a ser liberados de maneira cronica, acelerando a mitose
do couro cabeludo. Ocorre entdo uma evolugdo queratogénica anormal do
couro cabeludo, desencadeando a paraqueratose, com producéo de céluias
queratinicas nucleadas desidratadas, com excesso de grupos sulfidrilicos e
mucopolissacarideos. A paraqueratose evolui entdo para descamacio e séo
liberadas as escamas.

Além da caspa, outras moléstias, como a dermatite seborréica e a
psoriase, sdo caracterizadas pelo aumento da produgéo de escamas no couro
cabeludo. Apesar de estas moléstias apresentarem como sinal a escamagao
excessiva da pele, possuem alguns aspectos diferentes. A caspa e a
dermatite seborréica iniciam-se na puberdade e a psoriase, na idade aduita.
Os sintomas da caspa sdo mais intensos no invemo, enquanto que os da
dermatite seborréica e da psoriase sdo exacerbados quando o paciente esta
estressado. A caspa é restrita a0 couro cabeludo enquanto a dermatite
seborréica e a psoriase podem ocorrer na face e nas dobras do corpo (joethos
e cotovelos). Todas as trés moléstias estdo associadas a alteragdo na
velocidade de renovacgac celuiar, entretanto enguanto nas duas primeiras
essa velocidade é duplicada, na psoriase apresenta-se multiplicada por 10 a
20 vezes a normal ® ® 2! Outra caracteristica de diferenciagio é que a
caspa nao é inflamatoria nem apresenta bordas, enquanto a dermatite
seborréica € a psoriase sdo ambas processos inflamatérios, apresentando
bordas, indistintas no caso da dermatite e pontiagudas na psoriase. Em
relagdo as escamas, as da caspa sao acinzentadas, enquanto as da dermatite
seborréica sdo gordurosas e as da psoriase, prateadas e friaveis > 5. %



3.1.2 Fatores etiolégicos da caspa

Os fatores etiolégicos da caspa ndo estdo comprovadamente definidos.

Segundo AGCKERMAN E KLIGMAN 2, quando se deixa de lavar o couro
cabeludo durante duas semanas pode-se desenvoiver a escamagéo, que
pode ser tratada pela simples limpeza com xampus sem principio ativo % %%,

Entre os fatores responsdveis pela caspa sdo citados: agressdo ao
couro cabeludo, desequilibrio do balango entre a produgdo e escamacdo das
células epidérmicas ® '2* o acimulo de secregio sebacea 24 1% 1% g g
presenga de microrganismaos 2 < 52. 57,108, 116,133, 136,138

As agressfes mecanicas, como pentear e cogar, e quimicas, como
aplicagdo de solugdes alcodlicas e sabdes alcalinos no couro cabeludo,
podem provocar o desenvolvimento da caspa. Este tipo de caspa ndo esta
associada ao acimulo de sebo *. Q processo de pentear exageradamente o
cabelo também pode ocasionar exaust&o do foliculo piloso e queda do fio °.

Segundo SPORR ' ¢ WEDDEBURN '™® a caspa esta associada ao
aumento e acumulo de secregdo sebacea no couro cabeludo. Este aumento
de secrecdo pode ser decorrente de fatores nutricionais como deficiéncia de
vitaminas A, B e E, e ingestdo de alimentos gordurosos, como chocolate e
noz, e fatores fisioldgicos, como o balango hormonal endécrino (hormdnios
esterdides) aumentado. Estudos com animais mostraram que estes nao
apresentam caspa porque possuem muito pauca secregao sebacea 24,

HARRY % analisou o quociente colesterol-lecitina e colesterol-
fosfatideos no sangue de individuos normais e portadores de moléstias
seborréicas da pele e obteve valor de 1:0,83 e 1:1,25 respectivamente para a
primeira relagéo e 1:4 e 1:40, respectivamente no segundo estudo.

ALEXANDER ° observou em seu experimento que a redugdo da
oleosidade do couro cabeludo, em mulheres, promove redugo da caspa e da
queda de cabelps.

Q couro cabeludo em condigbes normais apresenta flora microbiana da
ordem de 10° a 10° microrganismos aerébicos/cm® No estado de caspa, esta
flora toma-se exacerbada, chegando a apresentar seis vezes mais



microrganismos aerobios e duas vezes 08 anaercbios em comparagdo aos
nimeros obtidos pela analise do couro cabeludo normal. Esta flora é
constituida de bactérias e fungos. Segundo estudo de VANDERWICK e ROIA
1% foram isoladas 25 espécies de bactérias e 15 de leveduras. Os
microrganismos mais frequentemente isolados e em maior nimero foram
Staphyiococcus epidermidis, Corynebacterium acnes e Malassezia furfur 2.

ROIA e VANDERWICK '"® realizaram um estudo com 24 e 28
pacientes com e sem caspa, respectivamente, em relaciao a flora microbiana
do couro cabeludo. As freqiéncias em porcentagem com que os pacientes
apresentavam os diferentes microrganismos, 0s quais foram isolados por
estes autores, estao listadas na tabela |.

TABELA | Freguéncia de pacientes, com e sem caspa, cCom Os
diferentes microrganismos presentes no couro cabeludo

Pacientes (%)
Microrganismos Com Caspa Sem Caspa
Malassezia furfur 96,4 75,0
Rodotaruta 28,6 20,8
Aspergillus awamori 100,0 958
Aspergillus fumigatus 67,9 258
Aspergillus flavus 14,3 83
Actinomicetos 21,4 4.5
Leveduras 56,4 29,2

O Malassezia furfur foi citado na literatura com varios nomes, como
Malassezia ovalis, Pityrosporon de Malassez e Pityrosporum ovale 5" ™
Segundo o estudo taxondmico de KURTZMAN ™ esse microrganismo
também é citado pelo nome de Pityrosporum orbiculare. E encontrado
normalmente no couro cabeludo, e no estado de caspa em maior quantidade.

Este microrganismo é uma levedura lipofila, @ como as células do couro
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cabeludo apresentam goticulas de lipideo, encontra-se ai um potencial
nutritivo.

A relago da presenga do Malassezia furfur com a caspa ainda n&o
esta elucidada. Existem duas teorias. Uma considera o microrganismo como

1 43, 52, 122, 133, 1@

fator etiologico principa , enquanto para a outra é fator

secundario, que se desenvolve apos instalado o quadro de caspa e passa a
induzir maior escamagéo 5 %124.138

GOSSE e VANDERWICK °' | em analise microscopica, detectaram 5 a
21 células de Malassezia furfur por campo nos pacientes com caspa.

ACKERMAN E KLIGMAN 2% no teste realizado com aplicagio de
anfotericina B e nistatina 1% no couro cabeludo de 25 pacientes, observaram
a redugdo na contagem de microrganismos aerdbios, mas ndo verificaram
melhora nos sintomas da caspa. O mesmo foi observado com a aplicagdo de
nistatina 2%.

ALEXANDER ° analisou 0s microrganismos presentes no couro
cabeludo de 141 pacientes com varios niveis de caspa, e obteve 155 culturas
de Malassezia furfur em diferentes proporgdes. Entretanto, quando os
pacientes foram tratados, os valores séricos desses microrganismos
avaliados, pela adigao de gamagiobulinas anti-humana em placas, nao
seguiram diminuigdo imediata com a meihora no quadro da caspa.

Segundo KOCH 7, para que o Malassezia furfur possa ser considerado
0 agente etiologico da caspa, deve apresentar as seguintes caracteristicas:
estar presente em todos os casos da moléstia; ser isolado em cultura in vitro
e um indculo dessa cultura em animais deve ocasionar 0 desenvolvimento da
caspa; ser isolado novamente dos animais testados.

Estudos 57 mostraram que o Malassezia furfur pode ser isolado in vitro,
quando inoculado no couro cabeludo causa 100% de reacgdes tipicas de
caspa, e pode ser novamente isolado dos locais onde foi inoculado. Contudo,
segundo HARRY 57 o microrganismo ndo pode ser considerado como agente
etiolégico da caspa, uma vez que nao foi detectado em todos os casos da
moléstia. WEDDERBURN ' também chegou a essa conclusdo, e

considerou que o papel do Malassezia furfur é acelerar 0 processo de
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queratinizagdo da pele, produzindo metabdlitos como Enxofre e Hidrogénio.
Segundo o autor, a caspa estd associada a presenga de varios outros
microrganismos tais como Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus albus,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus buftilicus.

GOSSE e VANDERWICK *' e ROIA e VANDERWICK "*° fizeram um
estudo com aplicagdo de um creme contendo 1500 unidades por grama de
nistatina e 1,0% de sulfato de neomicina no couro cabeludo de 11 mulheres, 3
vezes ao dia, durante 105 dias. O Malassezia furfur foi identificado no couro
cabeludo de 96,4% e 75,0% daqueles com e sem caspa, respectivamente. A
eliminagdo da fiora microbiana reduziu o peso das escamas em 63,4%.
Apticaram células de Malassezia furfur resistente a nistatina e ocomeu
aumento de 88,1% no pesc médio das escamas produzidas. Verificaram
ainda que a diminuig@o dos microrganismos nao provoca diminuigdo imediata
da produg¢do de caspa, fendbmeno denominado Lag, e que o aumento do
numero de microrganismos ocomre antes do aumento da escamagdo do couro
cabeludo.

VANDERWICK e ROIA " estudaram também 9 pacientes do sexo
feminino, 7 com caspa, através da aplicagao de logbes contendo nistatina e
também neomicina. Segundo os autores, ocorreu diminuigdo de 29,7% na
produgdo das escamas, logo apds a aplicagdo da lo¢do nos pacientes com
caspa, e de 40,3% no final do teste. A coloragéo das escamas também mudou
de cinza a amarelo. Os microrganismos identificados foram Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Malassezia furfur. Apesar destes
resultados, os autores concluiram que os microrganismos identificados ndo
sd0 os agentes etiolégicos da caspa.

Segundo WEDDERBURN '®, a presenca do Malassezia furfur é
responsavel pela caspa pois este microrganismo promove a queratinizagéo da
pele.

TROLLER ™ induziu © crescimento deste microrganismo,
estafilococos e difterdides em cobaia, pela aplicagdo de sebo artificial a pele
do animal. Apds 5 dias, obteve escamas semelhantes as da caspa humana

nos animais contaminados com o Malassezia furfur. Analisando o sebo que foi
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aplicado, detectou grande quantidade de acido monoendico C-18, conciuindo
que este microrganismo atua sobre o sebo, através de enzimas, produzindo o
acido monoendico C-18.

3.1.3 Métodos de avaliagdo da caspa e da eficAcia de produtos
anticaspa

Compreendem meétodos in vivo, que avaliam o efeito de xampus,
logbes e tonicos capilares, contendo principios ativos anticaspa sobre a
escamagao do couro cabeludo. Inicialmente, observa-se o quadro dlinico geral
do couro cabeludo dos pacientes com e sem caspa e coletam-se amostras
das escamas produzidas para analise quantitativa e qualitativa. Em seguida,
os produtos sdo aplicados, com massagem, no couro cabeludo durante 2-5
minutos, seguido de enxagle com agua. O numero de vezes ao dia ou por
semana e o periodo de tempo do teste sdo previamente estipulados. Os
pacientes sao orientados a nao utilizarem outros tipos de produtos anticaspa
durante o teste ® ¥, Decorrido determinado intervalo de tempo, nio menor
que 30 dias, e até o final do teste, os pacientes sdo novamente submetidos a
analise clinica do quadro, e as escamas da caspa $30 novamente avaliadas
quaiitativa e quantitativamente %

Os procedimentos para se efetuar a coleta de escamas, citados na
literatura, compreendem o método do “pente fino com vasslina®, o da

“escovagdo sobre superficie de coleta” <

e 0 da “escovagido com coleta em
aparelho de aspiragdo por vacuo” > 12! Além destes, foi citado 0 método de
fricgéo de partes do couro cabeludo raspado, com bastao de teflon, aplicagdo
em seguida de 1 mL de detergente nao-idbnico tamponado e aspiragdo dessa
solucdo para um outro recipiente had

Os métodos para analise das caracteristicas qualitativas e quantitativas
das escamas foram agrupados por ACKERMAN e KLIGMAN 2, SHUSTER 2
e TROLLER ™ em dois tipos: aqueles que avaliam estas caracteristicas
diretamente por pesagem ou contagem e aqueles que estimam essas

caracteristicas em relagdo as células normais da camada cornea ou da
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camada basal do couro cabeludo. Sdo denominados direto e indireto,
respectivamente.

Entre os métodos diretos tém-se a pesagem *" '®, determinagdo em
contador de cornedcitos '®, eletromicroscopia de imersao ', utilizag4o de fita
adesiva 2, entumescimento por hidréxido de sodio 2, da lamina adesiva 2 do
indice mitético ? e do tempo de transito ™. Segundo os autores, estes métodos
S30 POUCO precisos e pouco reproduziveis e, na maioria, ndo incluem o auxilio
de microscopio.

O método da fita adesiva consiste no seguinte: raspa-se o couro
cabeludo, aplicam-se e retiram-se varias fitas adesivas, sucessivamente, até
atingir a camada brilhante; o couro cabeludo é avaliado segundo o numero de
fitas necessarias. Para 0 couro cabeludo normal, utilizam-se 26 a 48 fitas, e
para aquele com caspa, de 10 a 15, devido a escamagao intensa 2,

O entumescimento por hidroxido de sédio avatia 0 tempo necessario
para as células entumecerem na presenga do alcali, 0 volume final obtido e a
presen¢a de camadas de células em coesdo. As células do couro cabeludo no
estado normal demoram mais tempo e atingem menor volume, devido a maior
coesdo e organiza¢do nas camadas. Além disso, 0 numerc de camadas de
células coesas no estado normal, entre 25 a 35, é maior que no caso da
caspa 2, ao redor de 15.

O contador de coméocitos determina a quantidade de células que
estdo descamando e também células paraqueratdticas nucleadas, por
centimetro quadrado de couro cabeludo. Este método determina a atividade
proliferativa das células germinativas da epiderme, que varia conforma o local
do couro cabeludo '®. Segundo SHUSTER "%, os resultados obtidos por este
método sdo muitos variaveis.

O método do indice mitdtico relaciona a porcentagem de células em
divisdo ao total de células basais; a sua execugao é dificil e apresenta muitos
erros 2. Pacientes com caspa apresentam esse valor duplicado, em retagio
aqueles sem caspa.

O método da lamina adesiva avalia a quantidade do microrganismo
Malassezia furfur presente nas escamas do couro cabeludo 2. GOSSE e
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VANDERWICK ** detectaram 5 a 21 células desse microrganismo por campo
em observagdo microscopica de amostras de escamas de pacientes com
caspa.

O método do tempo de transito ™ estima o tempo necessério para um
célula partir da camada basal a atingir a camada mais superficial.

Entre os métodos indiretos tdm-se o de marcadores radioativos = 1®,
que mede o tempo para que as células da camada basal do couro cabeludo
cheguem até a camada comea. A timidina marcada € incorporada aos
nucleos celulares durante a fase S da sintese do DNA. Esse método estima o
tempo de renovagdo celular do couro cabeludo. O teste é realizado pela
injecdo de solugdo salina de timidina no couro cabeludo, bidpsia apds 45
minutos, fixagdo em formol, exposicao a revelador fotografico e montagem em
lamina.

Tanto testes diretos como indiretos apresentam algumas variaveis que
dificuitam a avaliagao dos produtos anticaspa, como o fato dos pacientes nao
poderem ser completamente monitorados no modo de uso, podendo ocorrer
enormes discrepancias entre um e outro paciente. A escassez de individuos
sem nenhuma caspa para serem utilizados como controie é outro problema.
SHUSTER '2 afirmou que os controles utilizados nesses testes s&o pouco
confidveis, que os estudos efetuados séo fathos nos métodos, procedimentos,
avaliagdo estatistica, interpretacao, reprodutibilidade e obteng¢ao de pacientes
controle sem caspa. TROLLER **® também salientou a dificuldade em se obter
modelos experimentais confiaveis.

3.1.4 Principios ativos anticaspa

Os principios ativos anticaspa atuam sobre as possiveis causas da
caspa. Sdo substancias com atividade citostatica, queratolitica ou fungicida
além de antinflamatdrios e anti-sépticos % 7. Os citostaticos atuam reduzindo
a multiplicagdo celular, os queratoliticos auxiliam a remogio de escamas e 0s
fungicidas ou antimicéticos atuam sobre os microrganismos associados a
caspa.
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As substancias mais utilizadas como anticaspa s3o: cetoconazol,
piritionato de Zinco, sulfeto de Selénio, aicatrdo da hulha, acide salicilico,
piroctone clamina, alantoina e derivados do amoneo quaternario. Entretanto,
substancias como colchicina, hexaciorofeno, fenol, hidrocortisona, Enxofre,
além de outras, séo citadas com indicagfes para produtos anticaspa 4, 4. B,
51, 64, €5, 66, 67, 85, 109, 124, 121, 13?‘

Os principios ativos anticaspa foram classificados em relagdo a
seguranca e eficacia durante o uso ® % 124 '® podem ser: completamente
seguros e efetivos, ndo necessariamente seguros mas efetivos, e nao
reconhecidos como completamente seguros ou efetivos, mas certamente
atéxicos. Com base nessa concepg¢ao, receberam as denominagdes tipo |, Il e
I, exemplificados na tabela |l.

O cetoconazol e algumas outras substancias anticaspa nao foram
incluidos nessa classificagio porque na época (1983), estes compostos nao
estavam sendo estudados com essa finalidade. Contudo, essa classificagao
nao & muito precisa, pois 0 mesmo principio ativo € associado a classes
diferentes, dependendo do autor. Por exemplo, JASS % considera a alantoina
e o cloreto de benzoalcdneo pertencentes a como classe IHl, e a benzocaina,
os boratos, o cresol e o resorcinal a ll. Ja, segundo esse mesmo autor, 0 FDA
considera a alantoina e o cloreto de benzalconeo da classe ll, e as outras trés

substancias, da classe Ill.
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TABELA Il Classificagdo dos principios ativos anticaspa quanto a

seguranga, eficacia e modo de agao

48, 65,124,138

Principios ativos Classe Modo de
anticaspa [ il acio
Acido Salicilico X queralolitico, antimicrobiano
Alantoina X queratolitico
Benzocaina X antimicrobiano
Boratos X antimicrobiano
Brometo de Alquil-isoquinolina X antimicrobiano
Brometo de lsoquinciina X antimicrobiano
Brometo dé Lauril-Isoquinclina X antimicrobiano
Cetoconazol antimicrobiano
Cloreto de Benzaicdneo X antimicrobianc
Cloreto de Benzeténeo X antimicrobiano
Cloreto de Metil-benzetbneo X antimicrobiano
Ciorhexadiol X antimicrobiano
Cloroxilenol X antimicrobiano
Alcatrdo da Hulha X citostatico
Cresol X citostatico
Detergentes catidnicos desengordurante
Diclorofeno antimicrobiano
Enxofre X antimicrobiano
Etohexadiol X antisséplico
Fenol X antisséptico
Fenolato de Sadio X antisséptico
Formmaldeido antimicrobiano
Hidrocortisona X antinflamatorio
Hexaclorofeno antimicrobiano
lodo-Povidine X anlisséptico
Mentol X antipruriginoso
Oleato de Mercdrio X antimicrobiano
Pintionato de Zinco X antimicrobianc, citostatico
Piroctone clamina antimicrobiano
Quinino antimicrobiano
Resorcinol X antimicrobiano
Salicilato de Metila X antinflamatério
Salicilato de Sodio X antinflamatério
Sulfeto de Selénio X antimicrobiano, citostatico
Sulfacetamida sddica antimicrobiano
Timol X antimicrobiano
Undecelinatos X antimicrobiano

1- completamente segurcs e efetivos, |l - ndo necessariamente seguros mas efetivos

IH- ndo completamente seguros ou efetivos mas atéxicos, N - ndo classificados
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3.1.4.1 Cetoconazol

O cetoconazol é uma substancia com atividade antimicrobiana. E
utilizado no tratamento e controle da caspa, em concentragbes de 2,0% e
1,0%, respectivamente . E um derivado imidazdlico *® de férmula quimica
C2eH2sCI2N404 € peso molecular 531,4 ™ %28 pertencente ao grupo quimico
dos derivados aminoalquilbenzeno, sintetizado a partir de 2 ,4-dicloro-
acetofenona '® ®. Sua dissolugdo depende do pH, sendo maior em valores
4acidos, devido ser uma base fraca . Possui uma estrutura cristalina com

propriedades croméforas .

Cl
CH,

0\/

C Cl

FIGURA 1 Férmuia estrutural da 2,4-dicloro-acetofenona

O cetoconazol € um agente antifingico de amplo espectro de agao ®
9. 35,56, 61,104, 132, 134 £ itado na literatura como sendo ativo contra Candida
albicans, Malassezia furfur %, Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Blastomyce dermatides, Coccidicidis immitis,
Paraccocidioidis brasiliensis, Histoplasma capsulatum, Phialophlora sp,
Cryptococus neoformans, Microsporum canis, Epidermophytum floccosum,

além de bactérias, mais especificamente sobre Gram positivas 82
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FIGURA 2 Férmula estrutural do cetoconazol

A atividade antifungica do cetoconazol é determinada pelo nimero de
atomos de Cloro na molécula ®. O seu mecanismo de agéo é a inibigio da
biossintese do esteréide ergosterol, na membrana celular, e consequente
alteracdo da permeabilidade e a morte celular > % 81 . 72.82 At 1a mais
especificamente sobre enzimas oxidativas como demetilases, oxidases e
peroxidases, como a 14 o demetilase do sistema oxidativo do citocromo P450
@ a ciclase-2,3-epoxi-esqualeno-lanosterol da membrana. O cetoconazol
também inibe a formagado de precursores do acido desoxinbonucléico e
ribonucléico ® ™, sobre as bactérias, as quais ndo possuem esterdis na
membrana ™.

O cetoconazol pode ser absorvido através da pele ®, via oral e via
mucosas ® ¥ Quando aplicado na pele, acumula-se na camada cutanea,
pois liga-se as células do extrato comeo *. E transportado rapidamente pelas
glandulas écrinas, e liga-se também aos queratindcitos. Os efeitos adversos
pela aplicagdo tdpica sdo: imtagdo ocular, dermatite e sensag¢do de
queimagdo na pele. Segundo PIERARD-FRANCHISMONT e colaboradores
'®  este principio ativo promove a diminuicdo da secregio sebacea,
combatendo assim um dos fatores etioldgicos da moléstia.

Os estudos de doseamento do cetoconazol citados na literatura se
destinavam a avaliagdo deste em fluidos bioldgicos & 7 ! 2 oy em outras

74,80

formas farmacéuticas , mas nenhuma especifica para xampus.
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3.1.4.2 Qutros compostos

O pitirionato de Zinco apresenta atividade bactericida e fungicida, além
de atividade antimitética. E utilizado em concentragao de 1,0 até 2,0%, em

xampus. Pode causar fotossensibilizagao reticuldide % 7 ' A matéria-prima &
comercializada em dispersdo aquosa a 48%. Esta substancia apresenta

propriedades toxicas quando perde o Zinco, que ocorre na presencga de Ferro,
Cobre e EDTA %,

ORENTREICH e colaboradores *® testaram o efeito de xampu com
piritionato de Zinco 2,0% e o controle. Utilizaram 140 pacientes, divididos em
trés grupos. com caspa suave, moderada e severa, graduada em valores de O
até 4. Os xampus foram utilizados de maneira habitual durante 6 semanas,
quando efetuou-se um nova avaliagdo clinica dos pacientes. Segundo os
autores, nao houve diminui¢ao da oleosidade do couro cabeludo, mas © efeito
anticaspa foi superior ao do xampu controle.

O sulfeto de Seiénio é utilizado no controle e tratamento da caspa,
incorporado em xampus, em concentragdes de 1,0 até 2,5%. O tratamento
consiste no contato do produto com o couro cabeludo durante 2 a 3 minutos, e
aplicado 2 vezes por semana, durante pelo menos duas semanas. Para o
controle da caspa, deve ser utilizado em concentragdes de 1,00%. O
mecanismo de agdo desta substancia reside nas propriedades citostaticas
que promovem a diminuicao da multiplicagdo celular &

SHAZ e SUGDEN '? testaram o sulfeto de Selénio sobre culturas de
Malassezia furfur in vitro e obtiveram inibicdo do crescimento deste
microrganismo. Desse modo, alguns autores consideram o mecanismo de
acio desse principio como sendo ndo-especifico 8485

Os efeitos adversos sdo iritagdo da conjuntiva das areas genitais e
dobras corp6reas e, quando utiiizado durante longo periodos, aumento da
secrecio sebacea do couro cabeludo ®. A substancia é toxica via oral, e pode
ser absorvida pelas mucosas e pele nao integra. Segundo ALEXANDER *,
pode ocasionar ressecamento e descoloragdo dos fios de cabelo,
promovendo a alopécia.
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PLEWIG e KLIGMAN '® analisaram xampus contendo sulfeto de
Selénio, em pacientes com caspa, pelo método de marcadores radioativos.
Concluiram que este principio ativo diminui 75% da multiplicagdo celular em
couro cabeludo com caspa e 50% em couro cabeludo normal. Segundo os
autores, este efeito é bioquimico e ocorre de maneira subcelular. A bidpsia
apos aplicagido de xampu contendo este principio ativo ndo demonstrou danos
na epiderme. Além disso, essa diminuigdo ocorre de maneira similar no
epitélio e na epiderme.

O acido salicilico, também denominado acido ortoxi-benzoéico, acido 2-
hidroxi-benzoico %2, é utilizado na concentragio de 2 a 6 % para o tratamento
de hiperqueratose e escamacgo da epiderme, pela sua atividade queratolitica
67.82 ¢ fungicida. E utilizado no tratamento e controle da dermatite seborréica,
ictiose, psoriase, acne e tinha da pele. Alua na caspa removendo as
escamas. Contudo, pode ser absorvido na pele e ser excretado lentamente na
urina, com efeitos adversos como irritagdo. Este principio ativo ndo deve ser
utilizado em areas extensas, em doses muito altas ou periodo prolongados de
tratamento, em paciente com pele n&o integra ou diabéticos, nem em criangas
2 Pode ser associado a outros principios ativos como enxofre, resorcinol,
acido benzodico e alcatrdo da hulha. Em concentragbes acima de 60% é
utilizado para remo¢ao de calos e verrugas. Contudo, este principio ativo nao
reduz a oleosidade do couro cabeludo 3%,

QO alcatrdo da hulha, também denominado alcatrdo mineral e coal tar,
promove redugdo da epiderme e apresenta efeitos antipruriginoso e anti-
séptico. Utilizado no tratamento de eczema, psoriase, caspa e dermatite
seborréica. O seu mecanismo de ago é citostatico . Embora este principio
ativo, em aiguns estudos, apresente efeitos carcinogénicos, foram utilizados
em xampus devido a efetividade sobre a diminuigdo da multiplicagdo celular
131 ALEXANDER * em 1967, testou xampus-controle € xampus com alcatrio
da hulha isolado e associado ao sulfossuccinato de alcanolamida de acido
undecilénico, que foram aplicados em 145 pacientes, que apresentavam
caspa, durante 10 semanas. Os pacientes que utilizaram xampu sem ©

principio ativo tiveram a escamagio diminuida somente no primeiro més do
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teste. O xampu com alcatrdo da hulha associado ao sulfossuccinato de
alcanolamida de acido undecilénico foi o mais efetivo. Entretanto, a redugéo
da caspa nao evidenciou diminuigio do prurido.

A colchicina fot outro composto testade como anticaspa. Esta
substancia possui atividade citostatica mas ndo apresenta atividade
antimicrobiana contra o Malassezia furfur'?'.

O Enxofre possui propriedade queratolitica, antisséptica e parasiticida.
Utilizado para o tratamento da caspa, acne, dermatite sebomréica, sarna e
infecgdes superficiais por funges, em concentragbes de 10,0%, veiculado em
xampus e cremes .

3.1.5 Produtos anticaspa

Os produtos medicamentosos para o tratamentc da caspa sao
indicados para aplicagéo topica no couro cabeludo, com a finalidade de limpar
e controlar a escamagdo excessiva. Os cosméticos indicados com anticaspa
sdo também preparagdes com a finalidade de promover a limpeza € ©
acondicionamento dos fios, mas fornecendo um resuitado mais atrativo do
que terapéutico *. Além disso, como a propria caspa nao estd bem
caracterizada como uma moléstia ou como um desvio da fungio normal das
células do couro cabeludo, os produtos para o seu tratamento e controle nao
possuem uma classificagdo definida entre cosméticos ou medicamentos.

Os produtos anticaspa considerados medicamentos necessitam de
prescricdo médica e somente devem ser aviados ou dispensados em
farmacias e drogarias. Para os considerados cosméticos, nac ha restrigdo ao
uso e podem ser comercializados livremente junto a outros cosméticos, em
farmacias, supermercados e lojas de produtos de toalete.

No Brasil, a portaria 108, publicada no Diario Oficial da Unido em 26 de
Setembro de 1994 2, agrupou varios produtos em categorias, tais como:
produtos de higiene, cosméticos, perfumes e produtos de uso infantil. Esta
mesma portaria definiu o risco a saude durante o uso, classificando-os em

risco minimo e risco potencial. Os xampus anticaspa estdo incluidos nos
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produtos de higiene com risco potencial. As logdes e os tdnicos capilares
consideradas cosméticos com risco potencial, porém no se especificou sobre
as logbes anticaspa. Da mesma forma, os condicionadores foram
considerados cosmeéticos com risco minimo, entretanto, ndo ha referéncias
sobre os condicionadores anticaspa. Essa portaria fomece também uma
tabela de restrigdo de uso de algumas substancias, como conservantes, e
regulamenta também as infformagdes que devem estar presentes nos rétulos
dos produtos finais. O rotulo de produtos contendo Aacido salicilico, deve
informar a proibigdo do uso em criangas, e daqueles contendo sulfeto de
Selénio, o cuidado para evitar-se contato com os olhos e pele lesionada. Entre
as especificagbes sobre produtos anticaspa, essa portaria estabelece as
concentragdes maximas dessas substancias em produtos de higiene: 1% o
cetoconazol, 3% para o salicilico, 10% para o enxofre, 1% para o sulfeto de
Selénio, 2% para 0 &cido undecilénico e 2% para o piritionato de Zinco.
Contudo, ndo se estabelece limites de concentragdo em férmulas magistrais.

Os produtos anticaspa ndo sao classificados como seus pnncipios
ativos (tipo [, Il ou Il) em relagdo a seguranga no uso, porque os veiculos
utilizados alteram a absorg&o no couro cabeludo 2 7.

A eficiéencia do tratamento da caspa envolve produtos contendo
associagcdo de substancias com diferentes mecanismos de agd@o. A
associagdo de um agente antifingico de amplo espectro de acdo, como os
derivados imidazodlicos, um agente anti-séptico topico, como o fenol, e um
agente queratolitico, como o suifeto de Selénio ou acido salicilico, pode
resultar em produtos mais eficazes. Além dos principios ativos, os produtos
podem ser adicionados de substancias antioxidantes para se evitar a
formagio de sebo oxidado no couro cabeludo, que causa iritagdo e por sua
vez pode desencadear o processo da caspa '°.

O xampu é a forma mais comum de produto anticaspa, pois para a
terapia efetiva da caspa com sebo é necessaria a limpeza do couro cabeludo
gorduroso, eliminando toda a gordura ou sebo ja oxidado '®. Os agentes
desengordurantes sdo em geral detergentes pouco irritantes, hipoalergénicos,
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espumdgenos, mas que ndo devem retirar demasiadamente a gordura do
couro cabeludo para néo resseca-lo 124 1%,

ALEXANDER * comparou o efeito de xampu com e sem principio ativo,
e de xampu com principios ativos associados, concluindo que neste dltimo
caso, ha maior efetividade.

CARR e colaboradores ?® fizeram um estudo, duplo cego, sobre o
efeito do xampu de cetoconazol 2% e um outro sem o principio ativo, em dois
grupos de 10 pacientes com caspa. Os niveis de caspa foram graduados de
suave, moderada até severa. Os xampus foram utilizados por 12 semanas.
Como resultados, obtiveram efeitos de melhoria sobre a caspa de 74% com a
utilizagdo de xampu com cetoconazol e nenhum efeito com aquele sem o
principio ativo.

Segundo estudo de PIERARD %", o0 uso de produtos para o tratamento
do couro cabeludo contendo cetoconazol promove meihora na qualidade geral
do cabelo. Esses produtos devem ser utilizados 2 vezes por semana durante
4 semanas ou até desaparecimento dos sintomas, e por mais 2 semanas
apos 37,38

ORENTREICH * realizou um estudo duplo cego para verificar a
efetividade de xampus de Enxofre associado ao acido salicilico e ao
hexaclorofeno em comparag¢ao aos xampus com piritionato de Zinco e xampu-
controle. A aplicagao foi realizada uma vez por semana durante 8 semanas. O
exame clinico efetuado apds esse periodo mostrou que os valores de
graduagdes da caspa passaram a 1,3 e o xampu foi considerado bom em
48% e excelente em 28% dos casos, com diminui¢do de 70% da dermatite
seborréica. A atividade do xampu testado foi menor, comparando-se com a do
xampu com piritionato de Zinco, ainda que maior que a do xampu controle.
Contudo, ndo de verificou diminuigdo da oleosidade.

JASS ¥ citou o estudo de LEYDEN de vérios xampus anticaspa. Este
estudo mostrou que a utilizagdo do xampu com Pintionato de Zinco a 2,0%
reduziu a graduagdo da caspa de 5,2 para 3,3, o xampu com sulfeto de
Selénio de 5,4 para 2,6 enquanto que para o controle, de 5,2 para 4,9.
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JASS ¥ citou um estudo com utilizagio de xampus contendo piritionato
de Zinco a 05% e xampus contendo solucdo dehidroacética,
paramonocloroxilenol e alantoina, em pacientes com caspa graduada de leve
a severa, durante 3 semanas. Obteve os resuitados como bom e excelente
em 65% dos pacientes que utilizaram xampu com piritionato de Zinco, e a
graduagdo da caspa reduziu de 2,0 para 0,6. Para 0s xampus-controle, 43%
dos pacientes apresentaram resultados bom e excelente,

Além dos xampus, outras formas de produtos anticaspa come cremes,
logoes, tonicos e condicionadores capilares foram estudados. GREEN, FARR
e SHUSTER *?, em um estudo realizado com aplicagio de um creme e xampu
com cetoconazol a 2%, em 20 pacientes com caspa e dermatite seboméica,
observaram a diminui¢do da escamacao e do prurido com 0s dois produtos.
ROSENBERG e BELEW ''° trataram casos de psoriase e dermatite
sebomréica do couro cabeludo por aplicagdo tépica de um creme com
cetoconazol a 2%, duas vezes ao dia, e obtiveram cura dos sintomas apods 4
meses de tratamento. FUTTERER “ testou um tdnico capilar com piroctone
olamina a 0,1% e um placebo em 107 pacientes. Segundo o autor, o primeiro
principio ativo aliviou a escamagéo em 49,3% dos pacientes e eiiminou
totatmente a caspa em 20,8%, enquanto o placebo proporcionou alivio em
17,8% e eliminou totalmente a caspa em apenas 11,5% dos casos.

ORENTREICH e colaboradores * testaram o efeito de uma suspensao
com sulfeto de Selénio a 2,5% e xampu controle, em 140 pacientes divididos,
com caspa graduada desde suave até severa. Apds 6 semanas néo
observaram diminuicdo da oleosidade do couro cabeludo, mas o efeito
anticaspa foi superior ao dos xampus-controle.

A formuiagdo de produtos anticaspa envolve solug&o para problemas
inerentes aos principios ativos, como precipitagdo, descoloragio e odor. Para
compensar esses efeitos deve-se formular produtos viscosos, com corantes
ou absorventes de imadiagdo ultravicleta e esséncias adequadas para

mascarar o odor. Recomenda-se acondicionamentc em embalagens opacas
67
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3.2 MICRORGANISMOS CONTAMINANTES

Algumas espécies de microrganismos, adquiridos pelo contato com ar,
agua ou outras pessoas, desenvolvem-se normalmente na superficie do corpo
humano. Estes microrganismos instalam-se na camada que envolve a
epiderme, sem contudo causar danos, constituindo a flora microbiana
residente 1312,

Outras espeécies de microrganismos, denominados patogénicos, ngo
participam da fiora residente do corpo humano, e quando entram em contato
com o organismo e se desenvolvem, promovem alteragbes graves no estado
de salde, levando a quadros de infecgdes com manifestacio de sintomas
caracteristicos - 118

Os microrganismos presentes causam danos & salde através da
liberagdo substancias como toxinas, enzimas e produtos metabdlitos, pelo
acumulo de microrganismos mortos. Esses fatores podem desencadear
processo de irritagao e hipersensibilidade (alergia) em individuos sensiveis ou
sensibilizados ®. Essas reagdes se tornam mais perigosas quando estes sao
aplicados em pele ndo integra, como na pele apresentando fissuras, cortes, e

19, 40, 81, &5

feridas como a acne ou guando os usuarios apresentam baixa

resisténcia imunolégica as infecgdes, como as criangas, idosos e pacientes
que utilizam drogas imunossupressoras '% 31 €. %8.81

A aplicagio topica de cosméticos e medicamentos contaminados por
microrganismos, patogénicos ou n&o, pode provocar infecgoes.

Varios foram os casos de infecgbes adquiridas pelo uso de produtos de
uso tépico contaminados relatados na literatura ™ ® % MADDEN e
JACKSON ™ citaram o desenvolvimento de blefarite estafilococica e
conjuntivite em pacientes que utilizaram cosméticos contaminados. Segundo
MARPLES ®' e TENENBAUM "%, um caso de infecgdo por Klebsielfa sp em
pacientes foi provocada por enfermeiras que utilizaram uma logéo de lanolina
para as maos, contaminada com este microrganismo quando manipularam

catéteres. MARPLES ®' citou ainda o caso de otite externa em bebas
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decorrentes da aplicac3o de solugdo de hexaclorofeno contaminada por
Pseudomonas sp.

Por outro lado, 0s microrganismos contaminantes também representam
danos aos produtos, pois provocam alteragdes nas caracteristicas fisico-
quimicas onginais dos produtos, através de reagdes enzimaticas de oxidagao,
redugao e hidrélise nos materiais constituintes, promovendo a biodeterioragdo
3. 4. ® podem causar. alteragdo de propriedades reoldgicas como
viscosidade, tomando o produto liquido ou desfazendo emulsdes; mudanca
de coloragido ou formagdo de manchas, como observado por FEAD © e
JENKINS ® numa logao contaminada por Serratia marcescens, cujo produto
passou a apresentar manchas; alteragcao de valores de pH e forga idnica.;
produgao de gases e liberagdo de odores desagradaveis devido ac aciumulo
de microrganismos mortos % **.

Varios sao os estudos descritos na literatura que mostram que tanto as
mateértas-primas como produtos s&o susceptiveis a contaminagdo microbiana.
Segundo McCARTHY 8 um estudo do FDA, realizado entre 1968 e 1971,
isolou 1550 bactérias Gram negativas nas maténas primas de produtos de
uso topico, sendo 50% de Pseudomonas. Em 1969 '3 5 mesmo orgao
detectou contaminagdc microbiana, principalmente de Klebsiella e
Pseudomonas, em 20% de 169 produtos analisados, como sabdes
antissépticos, ungientos cculares, cremes e jogdes para criangas. BRANNAN
% citou o caso de contaminagdo microbiana em mascaras faciais, que
representa risco pois se trata de produto utilizade ao redor dos olhos.
McCARTHY ®, no trabalho executado que consista em andlise de
contaminagao microbiana em produtos cosméticos antes do uso, obteve 12%
de produtos contaminados em 165 amostras, sendo que ©69% dos
microrganismos detectados eram Staphylococcus sp. A mesma analise
efetuada apds o0 uso resultou em 49% de produtos contaminados, em 222
amostras, e a porcentagem de amostras com Staphylococcus aumentou para
84%. Este autor citou também o estudo de MEYERS e PASSUTO, também
em cosmeéticos, onde 65% das amostras estavam contaminadas, com fungos.

No mesmo trabalho, em uma amostragem de 180 unglentos topicos,
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encontraram-se 11% e 93% das amostras contaminadas antes e apds o uso,
respectivamente, e os microrganismos foram identificados como cocos e
diplococos Gram positivos.

Os microrganismos podem ser introduzidos acidentalmente nos
produtos durante o processo de fabricagdo, e se multiplicarem durante o
armazenamento, ou podem ser intreduzidos durante o manuseio peios

consumidores *4 3"

4. 78.90.85.12 No primeiro caso, podem ser origindrios das
matérias-primas constituintes ou do proprio processo produtivo, mesmo com a
obediéncia as boas normas de fabricagdo, uma vez que sZo produtos ndo
estéreis . No segundo caso, o usudrio pode introduzir microrganismos
durante o uso do produto.

Algumas matérias-primas constituem fontes de Carbono aos
microrganismos, como impurezas de agua, proteinas, substancias de origem
animal, vegetal como resinas, substancias biodegradaveis como os
tensoativos aiquil-benzeno-sulfonatos lineares e sulfatos de aicoois graxos
com éter ' 4. ® 8 1B A sgua representa a principal matéria-prima a
promover contamina¢gdo microbiana, sendo citada na literatura como
responsavel por 95% da contaminagdo microbiana em produtos,
principalmente por Pseudomonas sp ® 2 As matérias-primas na forma
solida, como os pds, podem apresentar microrganismos adsorvidos, os guais
podem contaminar os produtos finais. Foram encontrados na literatura casos
de contaminagdo por Pseudomonas aeruginosa adsorvido em talco e ©
Staphylococcus aureus em kaolinite .

No ambiente de produgdo, a presenga de insetos, a limpeza e
desinfecgfio inadequadas de paredes, tetos, chdo, as condigoes tambem
inadequadas do ar e operdrios ndo devidamente paramentados e treinados,
representam fontes de contaminagdo microbiana &

Os equipamentos de fabricagdo da linha de produgde como
reservatérios, sistemas de enchimento, tubulagdes de drenagem e de
comunicagdo podem apresentar locais de dificil limpeza, onde se acumulam
residuos dos produtos, propiciandc a muiltiplicagdo de microrganismos e
conseqientemente representando focos de contaminagio.
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O consumidor final, por sua vez, pode expor ¢ produto a condigdes
extremas de introdugdo de contaminantes, desde o uso até o
armazenamento. Durante o uso, determinados produtos, principalmente os
cremes, sao retirados e aplicados com os dedos, sem lavar previamente as
méos, levando a contaminagao do produto pela flora residente da pele. Outros
produtos sofrem diluigdo, acidental durante o uso, como no caso de xampus,
ou intencional, como no caso de adigdo de agua para recuperar o restante do
produto, que também provoca a inativacdo do sistema conservante por
diluigdo ' ¥ '3 O armazenamento de produtos de higiene é em geral no
banheiro, onde ha um &6timo ambiente para o desenvolvimento de
microrganismos, como umidade, calor, luz solar, sendo até muito comum
encontrar-se frascos de xampus e produtos para o tratamento do cabelo e
couro cabeludo nas janelas.

Os microrganismos contaminantes podem adaptar-se e tormarem-se
resistentes aos sistemas conservantes, em consequéncia do contato com
porgdes diluidas do produto, condigio encontrada em locais de acimulo de
residuos na linha de producdo, na embalagem, ou na pele do usuério, no
momento da aplicagdo ' * ' Os microrganismos possuem sistemas
metabdlicos versateis, desenvolvendo a resisténcia por formagido de grupos
ou aglomerados celulares, biofiime de substancias poliméricas ao redor das
células, diminuicdo de metabolismo ou produgdo de glutation, ficando
inicialmente tolerantes (através de mutagdo, repressd@o ou aquisicdo de
plasmideo) e depois resistentes, transmitindo essa caracteristica por selegéo
genética e mutagzio “ ®91,

Alguns microrganismos conseguem se desenvolver em determinadas
formas farmacéuticas, e n&o em outras ® ', YABLONSKI e GOLDMAN '©
afirmaram que a resisténcia & contaminag&o microbiana de cremes € menor
que de logdes, que por sua vez € menor que de géis, e que 0S xampus
representam a forma mais resistente. Os xampus liquidos sdo susceptiveis a
contaminagdo por bactérias Gram negativas, sendo encontrados
Pseudomonas putida, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia rafniae, Escherichia cloacae, Serratia marcescens 2, Aerobacter
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sp, Kiebsiella pneumoniae, Acromobacter sp, Alcaligenes sp. O Pseudomonas
aeruginosa € o microrganismo que representa maior perigo se desenvolvido

em xampus ''©

Entretanto outros microrganismos como Citrobacter,
Enterobacter sp, Klebsiella sp, Pseudomonas sp também sao indesejaveis
nesses produtos . Condicionadores de cabeio também s&o susceptiveis a
contaminagao, e foram encontradas contaminadas com até 10° bacilos por mL
% iogbes, quandoc contaminadas, sd&c normalmente por bactérias Gram
negativas como Pseudomonas sp e Sematia sp. Foram detectados
microrganismos contaminantes como Escopulurapsifopis brevicaulis e
Trichoderma viridi em sabdes ®. Em produtos para a area dos olhos, como
mascaras faciais, delineadores encontrou-se fungos e em talco, Clostrndium
tetani e Clostrdium esporogenes %.

As especificagdes de limites de contaminagio microbiana sdo

estipulados por 6rgaos oficiais como as farmacopéias Americana 134

e
Britanica 2'. No caso de cosméticos, hé a sugest&o do CTFA *, nos Estados
Unidos, e portaria 108/94 ® e a sugestdo da Associagio Brasileira de

Cosmetologia >* no Brasil. As farmacopéias Americana *

3 e Britanica
indicam que Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans e Aspergillus niger devem estar ausentes em preparagtes de uso
topico. J& os microrganismos ndo patogénicos devem estar limitados no
produto, no méximo 100 UFC/g ou mL. O CTFA afirma que para xampus nao
se deve exceder o limite de contagem total de 10° UFC/g de viaveis, e para
produtos de uso infantil e area dos olhos, no maximo § X 10? UFC/g ou mL
™ 192 A Associacdo Brasileira de Cosmetologia >* sugere o limite de 107
UFC/g ou mL para produtos aplicados na area ao redor do olhos @ mucosas,

ou infantis, e 10> UFC/g ou mL para os demais produtos.
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3.3 SISTEMAS CONSERVANTES
3.3.1 Caracteristicas

Conservantes antimicrobianos s&o substancias quimicas adicionadas
aos produtos, em quantidades minimas capazes de impedir a multiplicagdo de
microrganismos e também destrui-ios, prevenindo ou limitando a
contaminagdo microbiana e 0 desenvolvimento de microrganismos anormais
resistentes > ® @ 77, 8,125, 120, 13, 12 pagsuem a fungdo prevenir a
biodeteriora¢do, e consequentemente, prolongar a meia-vida e estética do
produto. Por outro lado, protegem a saude dos consumidores durante o uso e
possivel abuso dos produtos. Contudo, um sistema conservante nunca deve
ser colocado a frente das Boas Praticas de Fabricagao.

No Brasil, a portaria 108, publicada nc Diario Oficial da Unido em 26 de
Setembro de 1994 %, conceitua conservantes como substancias adicionadas
aos produtos cosmeéticos, produtos de higiene, perfumes e outros com a
finalidade primaria de preserva-los contra danos causados por
microrganismos, durante sua estocagem, bem como proteger o consumidor
da contaminagao inadvertida durante o uso do produto.

A preocupagdo com a presenc¢a de microrganismos em produtos €
muito antiga. No passado, utilizava-se sal, agicar, temperos ou substancias
aromaticas em produtos alimenticios em geral % e também aplicavam-se
processos simples que destruiam os microrganismos, como aquecimento e
acidificagdo. Quando se descobriu que 08 microrganismos eram o0s
causadores dos processos de degradagdo dos produtos, comegaram oS
estudos sobre substancias antimicrobianas para uso como conservantes.
Segundo MUSCATIELLO e PENICNACK %, o dlcool benzilico foi utilizado
como conservante antimicrobiano em 1853, o fenol e cresol foram utilizados a
partir de 1890, o benzoato de Sdédio em 1875, formaldeido em 1300,
cloroférmio e acetona em 1903, dlcool fenetilico em 1904, clorocresal em
1908, ésteres do parabeno em 1924, tiomersal, e compostos fenil-mercuricos
(iodeto ou cloreto de Mercurio ) em 1928, derivados do améneo quatemaério
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em 1933, acido sorbico em 1939, timerfonato de sddio e clorhexidine em
1954. Durante a década de 60, quando se detectava contaminagéo
microbiana de fungos em produtos adicionava-se parabenos, ou quando se
detectava mau odor, adicionava-se formoi ou compostos mercuriais ', A
partir de 1991, foram introduzidos no mercado o isopropit-parabeno, isobutil-
parabeno, n-butii-parabeno (Liquapar ® Qil) e 3-iodo-2-propil-butilcarbamato
(Glydant ® Plus), e a partir de 1992, hidrometilglicinato de Sédio (Suttocid A),
1,2-dibromo-2,4-dicianobutano dissolvido em fenoxietanol {Euxyl ® K 400,
Merguard ® 1200) % Atuaimente existe uma tendéncia no sentido de se
obter produtos sem conservantes, porém com a desvantagem de encarecer
demais o produto final '%.

Na literatura foram encontradas varias classificagbes para os
conservantes antimicrobianos 2+ 113 114 1%. 190 4 tahela Nl contém a

classificagdo quimica e concentra¢des de uso daqueles citados na literatura.

BIBLIOTECA
Faculdads de Ciéncias FarmncButicas
Universidade de Sao Paulo
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TABELA Il Classificagdo quimica e concentragbes méaximas de uso de

alguns conservantes antimicrobianos ™ 20 114
~ Concentragio
Grupo Nome Quimico {% piv ou viV)
acido benzdico 0,50
acido borico 3,00
acido dehidroacético 0,60
acido férmico 0,50
Acidos e seus sais Acido propidnico 2,00
acido salicilico 0,50
acido sorbico 0,60
acido undecilénico 0,20
acido Ursico 0,20
bissulfito de sodio 0,20
2,4-m-dioxane (Dimetoxane) 0,20
2-Bromo-nitropropano-1, 3-dioi 0,10
alcool benzilico 1,00
Alcoois &lcool dicloro-benzllico 0,15
alocool fenetilico 1.00
clorobutanol 0,50
etanol maicr que 20,0
fenoxietanol 1,00
Biguanidas dodecil guanidina 0,10
hexametil guanida 0,30
Bis-fendis halogenados diclorofeno 0,20
hexaclorofeno 0,10
Carbanilidas friclorcarbanilida (triclosan) 0,20
Compostos ioddforos lodeto de Sodio 0,50
Compostos mercuriais acetato de fenil mercirio 0,005
Compostos organicos 2-metil-d-isotiazolin-3-ona 0,005
5-Cl-2-metil4-isotiazolin-3-ona 0,005
Compostos piridinicos pirtionato de Sodio 0,50
piritionato de Zinco 0,50
Compostos inorganicos suffito 0.20
bissulfito 0,20

Compostos quinolinicos  sulfato de B-hidroxi quinolina 0,30
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TABELA Ili Classificagio quimica e concentragdes maximas de uso de

alguns conservantes antimicrobianos - 2. 114
Concentragio
Grupo Nome Guimico (% p/v ou wv)
5-Bromo-5-nitro-1, 3-dioxano 0,10
diazolidinil uréia 0,50
dicloro dimetil hidantoina 0,60
Compostos aldeidicos fomaldeldo 0,20
glutaraldeido 0,20
imidazofidinil uréia 0,60
paraformaldeido 0,20
quatemium-15 0,30
brometo cetil timetil amdneo 0,10
Dernvados do cloreto de benzetdneo 0,10
amdneo quatemario brometo de benzaiconeo 0,50
coreto de dimetil alquil amdneo 0,10
2, 4-dicloro-m-xilenol (DCMX) 0,20
bromoclorofenc 0,20
carviacol 0,10
clorofeno 0,20
fenol 0,20
Derivados fendlicos metikisopropil-fenol 0,10
o-cloro-m-xilenal (PCMC) 0,20
o-fenit-fencl 0,20
p-cloro-m-cresol 0,20
p-clorom=adlenol {PCMX) 0,50
tetra-bromo-o-cresol 0,30
benzilparabeno 0,40
butilparabeno 0,40
etiiparabeno 0,40
Esteres do acido isobutil-parabeno 0,40
p-hidréxi benzdico isopropil-parabeno 0,40
metiiparabeno 0,40
propilparabeno 0,40
digluconato de clorhexidine 0,10
Nao classificados dihidrocloreto de clorhexidine 0,10
fencxietanol+1,2-dibromo-2,4-dicianc-butano 0,10
hidroximetilglicinato de Sodio 0,50




A associagdo de conservantes pode diminuir a concentragéo
necessdria e aumentar a eficacia antimicrobiana % E utilizada associagio de
2 ou mais conservantes, sendo que um deles fica no estado labil, como
reserva, e o outro no estado estavel, exercendo sua agdo letal sobre
microrganismos >'. Contudo, essa associagio deve ser baseada em estudos
de eficacia, pois dependendo das substancias associadas, pode n&o ocorrer
sinergismo. McCARTHY, MYBURG e BUTLER %, apos andlise de 9 tipos de
conservantes em 16 associagbes diferentes, cbservaram efeitos de aumento
na eficacia em apenas 35% dos casos. Orgdos dficiais recomendam que a
associagdo de conservantes deve obedecer os limites de concentragdo
estipulados para cada conservante isoladamente % no caso de parabenos, o
limite maximo é de 0,8% na somatéria das concentragdes.

O FDA % "5 15 puplica listas contendo os conservantes
antimicrobianos, antioxidantes e absorvedores de irradiagdo luminosa, com a
frequéncia de uso nas formulagbes cosméticas registradas, anualmente,
desde 1977. Contudo, ndo considera as associagdes sinérgicas. Os grupos de
conservantes antimicrobianos listados pelo FDA em 1977, 1980, 1984 e 1987
estdo compilados na tabeia V.

Também, segundo o FDA, os conservantes antimicrobianos mais
utiizados desde 1977 até 1985 foram: metilparabeno, propilparabeno,
imidazolidinil uréia, formaldeido, quatemium-15, butilparabeno, acido sérbico,
2-Bromo-nitropropano-1,3-diol, fenoxietanol, diazolidinil uréia. A partir de
1990, utilizou-se o 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano, etilparabeno, metil-cloro-iso-
tiazolinona, MMDM hidantoina, fenoxietanol, dihidroacetado de sédio, acido

soOrbico e acido benzdico.
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TABELA IV Frequéncia de uso de conservantes antimicrobianos nos
produtos cosméticos registrados no FDA =

Conservantes Frequéncia de uso (%)

antimicrobianos 1977 1980 1984 1987
alcoois 0,31 0,46 0,51 1,07
amidas € aminas 0,72 1,13 1,13 1,26
carbanilidas 0,32 0,43 0,44 0,61
derivados formaldeidicos 1946 21,18 2119 20,20
acidos e seus sais 0,18 0,24 0,27 0,29
metais 0,40 0,83 0,74 0,25
compostos organicos 567 5,22 6,78 8,68
esteres do acido p-hidroxi benzdico 71,54 6906 67,79 66,74
derivados fendlicos 0,48 0,61 0,49 0,38
piridinicos 0,29 0,18 0,16 0,14
derivados do amoneo quatemario 0,44 0,45 0,46 0,40
outros 017 0,19 0,05 0,08

O mecanismo de agao antimicrobiana de conservantes consiste na
desestabilizacdo da parede ou da membrana celular, na superficie celular, ou
em alteracbes de processos bioquimicos fundamentais a sobrevida no
citoplasma celular, como desnaturagdo de proteinas ou enzimas, diminuicdo
da disponibilidade de nutrientes e energia como a glicose ou ATP, e também
pela liberagdo de substancia téxicas, como metabdlitos 103

A parede celular estd presente apenas em algumas espécies de
microrganismos, € composta basicamente de 90% de peptidioglicanc, mas
varia de espécie para espécie. Os conservantes atuam sobre a parede
tomando-a instavel. E o mecanismo pelo qual atuam os fendis, &lcoois e
liberadores de formaldeido (DMDM hidantoina, imidazolidinil uréia, diazolidinil
uréia, hexametileno tetramina).

A membrana celular ¢ composta de um c¢amada bi-lipidica, com °
proteinas hidrofébicas aprisionadas no interior, @ estabilizada por ligagbes



hidrofobicas e pontes de Hidrogénio, contendo Ca** e Mg™* ™. Possui a fungéo
de regular a trocas de produtos e metabdlitos da célula com o meio ambiente,
garantindo o crescimento e a sobrevivéncia. Algumas substancias
conservantes promovem a quelagao de metais, desestabilizando a membrana
celular '®, como é o caso do EDTA. Qutras, atuam sobre enzimas, como as
permeases dos canais das membranas, alterando a eficacia das trocas
metabdlicas da célula, como por exempio os parabenos € os acido organicos
19‘

As enzimas mais comumente desnaturadas pelos conservantes sdo
aquelas responsaveis pela produgdo de acidos nucléicos, produgao de
energia a partir da glicose, da respiragao celular ou de fungbes diversas.
Como exemplo de conservantes que interferem na produgdo de Acidos
nucléicos tém-se o formaldeido, que provoca reagbes de alquilagdo das N-
purinas, e a mercaptoetilamina que tautomeriza-se a cloreto de tiouracil e
desnatura os acidos nucléicos. Alguns conservantes atuam sobre enzimas e
proteinas, indiscriminadamente, nas ligagdes dissuifeto. E o caso do 2-Bromo-
nitropropano-1,3-diol € 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano *°. |

As enzimas responsaveis pela produgio de energia a partir da glicose,
como a diglicerideo 3-fosfato-desidrogenase e a asparaginase, sofrem
inativagdo através de interagtes no grupamento tiol pelos conservantes do
grupo das isotiazolinonas '°.

Alguns conservantes interferem nas enzimas responsaveis pela
producio, transporte e utilizagdo do ATP, durante o processo de respiragao
celular. E o mecanismo de agio dos compostos mercuriais e dos fendis, que
formam complexos sulfidrila com metabdlitos essenciais a formagao das
enzimas ou quelam os complexos formadores de enzimas, respectivamente
13'

Pelo mecanismo da produgdo de substancias tdxicas tem-se o 2-
Bromo-nitropropanc-1,3-diol '7.

Os conservantes antimicrobianos devem penetrar nas ceélulas dos
microrganismos e impedir as processos bioquimicos, sem contudo afetar as

células do organismo humano, caracteristica denominada toxicidade seletiva.
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Contudo, estas substancia sdo téxicas também para as células humanas, que
por sua vez promovem reagdes de defesa, surgindo os sintomas que
caracterizam as reagdes alérgicas. Além disso, podem alterar e destruir a flora
microbiana saproéfita residente, no local onde sao aplicados, exacerbando o
desenvolvimento de microrganismos oportunistas, e desencadeando
processos infecciosos '™, Quanto maior a toxicidade seletiva, melhor & a
seguran¢a de uso do conservante.

Os conservantes, juntamente com as fragrancias, embora representem
as mateérias-primas em menores quantidades numa formulagdo, sdo o0s
principais componentes responsaveis pelo desenvolvimento de processos
alérgicos e reagdes de sensibilizagdo nos usuarios 2. Uma avaliaggo de 22
pacientes que consultaram um dermatologista por apresentarem problemas
na pele, 12 deles apresentavam reacgdes alérgicas, sendo 8 devido a
fragrancia e 4 aos conservantes '2.

As reagoes alérgicas provocadas sao de sensibilizacdo ou imtagéo no
local de aplicagdo ™ '®. O grau, intensidade e freqiincia dessas reagdes
dependem da concentra¢do das substancias no produto, do local do corpo
onde este foi aplicado e da sensibilidade do usuario. De modo geral, estas
reagbes ndo sdo normalmente identificadas pelo consumidores como reagdes
ao produto, e sim como insatisfagado em relagdo aos resultados esperados d
Sdo relatados casos de uma iritag8o primaria, caracterizada por sensagoes
de coceira, prurido, queimacgao, rubor, manchas e dor local 2 Contudo,
podem se intensificar, promovendo reagbes mais graves, como dermatite de
contato ou dermatite atopica 2. Os conservantes podem ainda ser
absorvidos pelos foliculos pilosos da pele, promovendo uma agio toxica
sistemica '. Um estudo efetuado sobre o 2-Bromo-nitropropano-1,3-diol a
0,10%, em um protetor solar, detectou a excre¢do de 5% deste na urina, sob
a forma de 2-nitropropano-1,3-diol, e 8 horas apos lavagem da pele onde se
aplicou o produto detectou-se ainda 72% do mesmo.

O FDA classificou os cosméticos quanto as reagdes adversas que
podem desenvolverem em: tipo | — aqueles que causam reagbes adversas;



38

tipo Il - podem eventualmente causar reagbes adversas e tipo I — que
seguramente n&o causam reagdes adversas .

No Brasil, a portaria 108 ® determinou 0s conservantes e as
concentragbes maximas permitidas para uso em cosméticos. Para isso, 0s
conservantes foram agrupados em 5 categorias de acordo com o uso e area
de aplicagéo na pele: | - produtos de uso infantil; Il - contato com mucosas; Il
- aplicados sobre a pele durante longo tempo; IV - aplicados sobre a pele
durante breve tempo e produtos para cabelo e unhas; V - ndo aplicado
diretamente sobre a pele. Os xampus pertencem a categoria IV.

Alguns fatores proprios da preparagdo, do modo ou local de aplicagdo
do produto ou da saude do usuario podem intensificar e agravar as reagdes
alergicas aos conservantes.

Em relagido a preparagao, eventuais problemas como a cristalizagao,
aumento da taxa de liberagdo da parte ativa, ou interagao dos conservantes
com as matérias-primas '° aumentam ainda mais o potencial alergénico do
produto. O aumento da taxa de liberagdo de formaldeido pelos conservantes
que atuam por esse mecanismo, como imidazolidinil uréia, diazolidinil uréia e
5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano, ocasiona aumento na concentragdo de agente
sensibilizante.

Os produtos contendo conservantes apresentam capacidades
alergénicas diferentes, dependendo do modo de uso e ¢ local de aplicagdo. A
regido da area dos olhos e mucosas sao especialmente sensiveis aos
conservantes, como formaldeido e os liberadores de formaldeido, os quais
n&c devem ser incluidos nos produtos aplicades no rosto, mesmo em doses
baixas 2. Contudo, os produtos que s3do utilizados seguidos de lavagem do
local onde s&o aplicados, como xampus, cremes rinse e mascaras faciais
apresentam menor propensao em causar reag0es alérgicas, podendo aiém
disso, conter concentra¢io de conservantes maior que a de produtes onde a
lavagem do local ndo ocorre =,

Em relagdo aos usuarios, aqueles com a pele ndo integra, isto é, pele
cortada, raspada (caso dos barbeadores e depiladores), queimada, inflamada
ou iritada, e aqueles previamente sensibilizados, portadores de moléstias
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como diabetes ou imunodeprimidos apresentam maior susceptibilidade ao
desenvolvimento de reagbes alérgicas . Além disso, cada populagdo
apresenta uma sensibilidade caracteristica aos conservantes. GROOT e BOS
> citaram casos de alergia aos parabenos em produtos de uso tépico em
diversas cidades européias, com diferentes proporcies de incidéncia na
populagdo, variando desde 0,3 até 0,7%. Um estudo realizado na Alemariha,
que utilizou 2623 pacientes, através da aplicagdo de 2-Bromo-nitropropanc-
1,3-diol e parabenos, separadamente, detectou 6 e 14 pacientes com reagdes
adversas, respectivamente, dando um indice de 0,23% e 0,53% 7.

O desenvolvimento de alergia ou sensibiidade a um tipo de
conservante antimicrobiano pode predispor o paciente a desenvolver as
mesmas reagdes a outros conservantes antimicrobianos, isto &, desenvolver
reagbes cruzadas = 12, Os pacientes sensiveis ao formaldeido so também
sensiveis aos conservantes que atuam pela liberagdo de formaideido. Desse
modo, tendo-se em vista que muitos conservantes sao utilizados em produtos

de uso externo e interno, além de alimentos 1%

, se faz necessario uma
diminuigao das concentragdes dessas substancias em tais produtos.

As propriedades alergénicas dos conservantes sdo avaliadas através
de testes de irritagdo (primaria e secundaria), sensibilizagdo localizada (pele,
mucosas, olhos), teste de uso, toxicidade (aguda - DLsp, subaguda - 28 e 90
dias, crénica 6 - 24 meses, fototoxicidade), toxicocinética (absorgio,
distribuicio, metabolizagio e excregdo), reprodugdo (fertilidade,
teratogenicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade).

Varios foram os autores que estudaram processos alérgicos
provenientes da aplicagio de produtos de uso topico 3" = 312 gMITH 2,
em 1993, citou um teste que foi realizado em 50 pacientes, através da
aplicagdo de solugdes hidro-alcodlicas contendo varias concentragbes de
conservantes, no rosto, durante 30 minutos e observando-se o
desenvolvimento de prurido e rubor. O autor concluiu que o aumento de
concentragdo da substancia provoca aumento da frequéncia de reagdes, e
que dentre as substancias testadas, o metilparabeno & mais irritante que a

imidazolidinil uréia e esta mais imritante que a isotiazolinona.






41

O propilparabeno é também um éster do parabeno, de PM 180,20, com
nome comercial de Nipazol ®. E um pé cristalino soltivel em 0,04% a 25°C e
0,12% a 50°C em agua %=

HC,—C=0

OH

FIGURA 4 Formula estrutural do propilparabeno

Ambos conservantes s&o utilizados como agentes antimicrobianos em
cosméticos, produtos farmacéuticos e alimentos, nas concentragdes de 0,25%
até 0,40%, isoladamente ou em associagdo com outros parabenos %2.

O metilparabeno é ativo em pH de 3,0 até 9,5, sendo incompativel com
tensoativos ndc-idnicos, proteinas e 6leos essenciais

Segundo O'NEIL e MEAD ¥, a atividade diminui com o aumento da
cadeia éster, e assim, o metilparabeno & mais ativo que o etilparabeno, e este
mais que o propiparabeno, @ sSsucessivamente © butilparabeno e o
benzilparabeno. O metilparabeno apresenta pequena agio sobre bactérias
Gram negativas, sendo necessaria associagic aos outros parabenos de
cadeia mais longa, ou com propilenoglicol ®. Seu mecanismo de agdo é a
desorganizagdo da parede celular, nas bactérias Gram positivas, e enzimas
de transporte da membrana celular . Apresenta reagdes adversas como
dermatite, urticaria e broncoespasmo &.

3.3.2.2 Fenoxietanol

O fenoxietanol 6 um derivado fendlico, volatil, olecso, de férmula
CeH1002, PM 138,2 solavel 2,6% em agua, PE 244,9 °C, com ampla faixa de
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pH para atividade, mas pouco efetivo em pH extremamente baixo. E
comercializado com 08 nomes 2-fenoxietanol, beta fenoxietanol, fenoxieti
alcool, etilenoglicol monofenil éter, glicol monofenil éter, Doano!l ® ETH, Fenit ®
Celossolve, Phenoxetol ®, Emerensse ® Rose Ether 1160, Phenonip ® e

Uniphen ®

, sendo nessas Uultimas duas apresentagbes associado aos
parabenos. Apresenta compatibitidade frente as tensoativos anitnicos,
catibnicos, mas é incompativel com os tensoativos ndo-idnicos e colageno. O
fenoxietanol sofre rea¢des de oxidagdo liberando formaldeido e Aacido
carboxilico, reagdes de condensagio formando ésteres, sofre hidrélise acida,
e reagbes de substituigio no anel aromatico. Possui uma hidroxila em sua
estrutura quimica, que fomece caracteristicas de agente emulsificante. Essa
caracteristica foi comprovada no estudo de HALL ¥, que detectou aumento na
viscosidade de xampu, sabonete liquido e emulsbes agua em &leo,
adicionados desse conservante. Devido a essa caracteristica, pode ser
utilizado como espermicida. Foi observado na natureza em campos de cultura
de algoddo *. O fenoxietanol apresenta pequena atividade sobre bactérias
Gram positivas, é efetivo contra as bactérias Gram negativas, mas para
destruir o Pseudomonas se necessitam altas concentragdes ™ '® e seu
espectro de agao pode ser aumentado através da associagdo aos parabenos.
Seu mecanismo agdo € sobre 0 metabolismo da respiragéo celular {enzimas
malato-desidrogenase), multiplicagdo celular e membrana celular (agdo
detergente). E utilizado em concentragbes mais elevadas que de outros
conservantes, desde 0,5 até 2,0%, para produtos como vacinas (poliomielite,
tétano, difteria) % eno passado, foi utilizado como antisséptico de ferimentos

por armas de fogo.

0— CH,— CH,—OH

FIGURA 5 Formula estrutural do fenoxietanol
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3.3.2.3 Imidazolidinil uréia

A imidazolidinil uréia é utifizada como conservante desde 1965 %7,
sendo comercializada atualmente pelos nomes quimico como imiduréia, e
comerciais Germall ® 115, Biopure ® 100, Euxyl ® K 200 ' 77 E ym
composto tipo uréia heterociclica substituida, de férmula C4sH1sNeOs, PM de
388,31, e apresenta-se como p6 branco, extremamente higroscopica, soldvel
a 50% na agua.

O\F_I /NH—ﬁ—NH—CH;-NH—ﬁ—NH\ /0
VL SV
e” i New,

[ o o |
OH OH

FIGURA 6 Fomula estrutural da imidazolidinil uréia

A imidazolidinil uréia é utilizada em concentragbes de 0,10 a 0,50%
para cosméticos como cremes, logdes, condicionadores de cabelo, xampus,
desodorantes e pds. O pH de dtima atividade € amplo, de 3,0 até 10,0.
Compativel com tensoativos anionicos, catidnicos, nao-idnicos, e proteinas.
Possui sinergismo de atividade com o metilparabeno, propilparabeno, acido
sorbico, acido dehidroacético, derivados do améneo quatemario, Irgasan ®ppP
300, EDTA, Phenonip ® e tensoativos. Possui alto coeficiente de partiao '8,
ndo ocorrendo migracdo de fase. Apresenta atividades bacteriostatica e
bactericida nas concentragbes de 0,20% e 0,50%, respectivamente, e seu
mecanismo de a¢do ¢ a liberagdo de formaldeido. N3o apresenta atividade
antifungica nem sobre leveduras, sendo necessario sinergismo de agdo com
outros conservantes ''®, como metilparabeno e propilparabeno.



3.3.2.4 Diazolidinil uréia

A diazolidinil uréia, com © nome quimico N-hidrometil-N-1,3-
diidroximetil-2,5-dioxo-4-imidazolidinil-N"-hidroximetil uréia, © 08 nomes
comerciais Germall ® {l e Germaben ® Il, senda este Ultimo esta associado ao
metilparabeno, propilparabeno e propilenoglicol. E um composto tipo uréia
heterociclica substituida. Possui a férmula quimica CsH14N4O7 de PM 278 23,
e apresenta-se sob a forma de pd branco, muito solivel em &gua e

extremamente higroscoépico "% 12,

OH OH
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FIGURA 7 Férmula estnrtural da diazolidinil uréia

A diazolidinil uréia é utilizada nas concentragdes 0,10 a 0,50% como
conservante antimicrobiano de xampus, cremes e logdes. A faixa de pH na
que apresenta 6tima atividade, € aquela de 3,0 a 10,0. E compativel com os
tensoativos anidnicos, catibnicos, ndo-ibnicos e proteinas, @ os inativantes
conhecidos ndo atuam sobre este conservante. Suporta temperaturas de até
60 °C. Apresenta sinergismo de atividade com os parabenos. E menos ativo
que o imidazolidinil uréia sobre os fungos.

BERKE, ROSEN e STEINBERG '™ '¥ realizaram um experimento
desafiando diversos lipos de xampu com imidazolidinil uréia a 0,10%, a 0,20%
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e a 025% da associagao de 30,0% de diazolidinit uréia a 11,0%
metilparabeno, 3,0% de propilparabeno e 56,0% de propilenoglicol utilizando
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Aspergillus niger. Segundo os
autores, os 3 microrganismos testados foram inviabilizados em 72 h, em
produtos com o conservante em concentragao de 0,10% e 0,20%.

CAGLIANI # desafiou xampus conservados com diazolidinil uréia a
0,3%, e observou destruigdo dos inéculos de bactérias Gram positivas e
negativas, leveduras e fungos filamentosos em até 24 horas.

3.3.2.5 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol
O 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol & comercializado pelos nomes de

BNPD ®, Myacid ® BT, Myacid ® AS, Bronopol ®. Foi sintetizado quimicamente

em 1897, mas foi utilizado como agente antimicrobiano a partir de 1960 7.

Br\/MQ2

OH OH

FIGURA 8 Fémmula estrutural do 2-Bromo-2-nitropropano-t,3-diol

O 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol € um composto de férmula
CaHgBrNQ,4, PM 169,97, sob a forma de p¢ cristalino branco, soluvel a 45%
em agua. Seu ponto de fusdo é ao redor de 130 °C *” e em preparagdes, pode
ser aquecido até no maximo 40°C & 7. E estavel em pH &cido, com pH 6timo
de atividade antimicrobiana entre 5,00 a 7,00, sofrendo inativagio em
solugdes alcalinas maiores que 8,0 17728211,

Apresenta pequena estabilidade frente as radiagbes ultravioleta '’

E utiizado em matérias-primas (detergentes, produtos herbais e
proteinas), produtos farmacéuticos, produtos domi-sanitarios e cosméticos,

em concentrages de 0,01% a 0,10% '™ *'"". Nos produtos que s3o retirados
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logo apts o uso, como 0s xampus e cremes de limpeza facial, pode-se utilizar
concentragoes acima de 0,10% até o limite maximo de 0,25%.
O 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol € compativel com os tensoativos

anionicos, catiénicos, nao-idnicos e proteinas '’ 2

. Apresenta fraca interagao
com lauril sulfato de trietanolamina . Entretanto, pode ser inativado por
compostos sulfidrila como cisteina e hidrocloridrato de cistina (inativante na
dose de 0,10 % em testes microbioldgicos), e substéncias redutoras como
tiossulfato de sédio, tioglicolato de sédio, metabissulfito de sodio e sulfidrato,
sendo que sua atividade antimicrobiana diminui de 8 até 64 vezes. A
decomposi¢do do 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol libera nitrito, ion Bromo,
bromonitroetanol, e 1-hidraximetil-2-nitropropano-1,3-diol 1.

Quanto ao espectro de ag¢do, apresenta maior agdo sobre bactérias
Gram negativas, bolores e leveduras; & pouco ativo sobre esporos e inativo
contra bactérias resistentes ' 2 % "' A acio do 2-Bromo-2-nitropropano-
1,3-diol é mais bacteriostatica, e a relagdo de concentragdo para se obter
acao bactericida @ de 2 a 4 vezes. Obtém-se sinergismo de agéc com 0s
parabenos e os tensoativos ndo-idnicos 1.

O mecanismo de agao do 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-dict ainda nao
esta bem esclarecido. Segunde o fabricante, atua pela formagéo de ligagbes
dissulfetoc com grupos tiol de enzimas, principalmente desidrogenases,
pepsidases, catalases, responsaveis pelas ligagdes nas membranas
celulares. Segundo alguns autores, como MARZULLI e MAIBACH 84 este
conservante libera formaldeido em pH baixo. Segundo outros autores, induz
ao acumulo de substancias tdxicas nas células, como os radicais livres 7.

O 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol € pouco téxico, a sua absorgdo
percutanea é limitada, além de ser rapidamente metabolizado nas células 7.
2 gegundo MARZULLI e MAIBACH ®, este conservante é o de escolha para
produtos que permanecem longo tempo em contato com a pele. E
considerado levemente imitante em solugdo a 1,00% em vaselina liquida e
irritante a 5,00% em solug¢do aquosa pH 5,5. Num estudo entre 127 pacientes
efetuado em 1983, verificou-se alergia em 6 pacientes e imitagdo em 8 %2,
Produtos com esse conservante ndo é proibitivo mesmo para gestantes .
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3.3.2.6 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano

O 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano € comercializado em associagdo com
1,2-propilenogiicol pelo nome de Bronidox ® L. E um composto o-acetal o-
formal, soluvel a 0,46% em agua a temperatura de 20°C. Possui PM 212, PF
60°C, PE 113-116°C 7. E utilizado em concentragdes de 0,10% para produtos
cosméticos que so retirados por lavagem '®. Em produtos que ndo s#o
lavados apés uso, pode ser utilizado nas concentragdes de 0,05 até 0,05% ™.
A faixa de pH na qual apresenta maior atividade é de 5,00 a2 9,00 7 '® sendo
instavel em valores menores que 5,00. Pode ser aquecido até temperatura
maxima de 50°C "' £ incompativel com proteinas, e cisteina, n&o apresenta
tncompatibilidade com os tensoativos nao-idnicos. Provoca comosdo a
recipientes de metal.

O 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano apresenta amplo espectro de agio 7" '
€ seu mecanismo € a oxidagdo do grupamentos tiol de enzimas e de
mercapto-aminoacidos 7 sendo caracterizado erroneamente como liberador
de formaldeido por alguns autores.

Br\/Noz
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FIGURA 9 Foimula estrutural do S-Bromo-nitro-1,3-dioxano

3.3.2.7 Formalideido

O formaldeido & um liquido incolor de odor caracteristico, soldvel na
agua, de férmula CH;0, PM 30,03, com 0s nomes comerciais formalina e
formol. E comercializado em solucdes a 40% e é utilizado para conservagio
de cosméticos, xampus e matérias-primas, como detergentes, emuisdes,
borrachas, em concentragdes que variam de 0,05% a 0,20% ', £ utilizado
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também em hospitais como desinfetante e antisséptico. Seu uso foi abolido no
Japao '®, mas continua sendo utilizado em outros paises, inclusive no Brasil.
Sofre evaporagdo quando aquecido %, E incompativel com o amdneo, alcalis,
agua oxigenada, iodetos, permanganato de Potassio, sais pesados, taninos,
ferro @ metais, gelatina, se oxida lentamente em presenga de oxigénio do ar
formando &cido férmico e sofre inativagdo por proteinas. E compativel com os
tensoativos anidnicos, catidnicos e nao-idnicos. Vapores deste conservante
causa imitacdo a mucosas dos olhos, nariz e garganta. A concentragao
maxima na qual a pessoa pode ser exposta & de 3 ppm. Quando
concentragbes de 1,00% a 2,00% entram em contato com a pele ocorre
dermatite, alergia de contato e urticaria, em 1 a 4% da populagdo .

FIGURA 10 Formula estnitural do formaldeido

3.3.2.8 Hidroximetilglicinato de Sodio

O hidroximetilglicinato de Sédio & comercializado em solug&o aquosa a
50%, em pH 10 a 12, com o nome de Suttocid ® A. E um derivado da glicina.
Possui formula molecular CaHgNOsNa e é solivel 100% em agua. Para
cosméticos, utiliza-se a solugdo aguosa, em concentragdes de 0,10 até 1,0%,
e no caso de xampus, de 0,10 a 0,30%. O pH na qual apresenta maxima
atividade é ao redor de 6,0 '2’. Possui a caracteristica de quelar ions de Cobre
127 & de neutralizar compostos acido de formulagdes. Reage com fragrancias
citricas produzindo alteracdo na cor do produto final. Suporta aquecimento de
até 60 °C. Quando testado toxicologicarmente em concentracdo de 0,50% em
102 pacientes, com aplicagdo repetida, durante 24 h, com oclusdo, nao
causou imitacio nem dermatite de contato %7,
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FIGURA 11 Formula estrutural do hidroximetilglicinato de Sédio

Efetuou-se um estudo desafio de produtos, como xampus, creme
facial, gel para cabelo, gel de aloe vera, conservados com hidroximetilglicinato
de Sddio, utilizando-se os microrganismos Sfaphylococcus aureus,
Eschenichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Candida
albicans e Aspergillus niger, inoculados no inicio e apdés 21 dias. A
quantificagdo das cargas microbianas nos tempos 0, 2, 7 e 28 dias mostrou
contagens de 10 UFC ap6s o tempo 2 dias '%’.

3.3.2.9 1,2dibromo-2,4-dicianobutano

O 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano & comercializado com os nomes 2-
Bromo-2-bromoetil-pentanedinitrila, Tetkamer 38 e Merguard ® 1200, quando
associada a 20% de fenoxietanol '®. E utilizado como conservante de
adesivos, tintas latex, emulsdes de latex, pigmentos dispersos, cimentos. Foi
introduzida na Alemanha para substituir as isotiazolinonas, e esta sendo
amplamente utilizada atualmente na Europa em cosméticos '* . No deve ser

aquecido a temperaturas maiores que 40 °C.
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FIGURA 12 Férmmuia estrutural do 1,2-dibromo-2.4-dicianobutano

3.3.2.10 Acido salicilico

Pertence ao grupo dos conservantes organicos, de formula C;sHgO4, de
PM 138,12, com os nomes quimicos de acido orto-hidroxi-benzdico, acido 2-
hidroxibenzdico, utilizado desde 1874. Apresenta-se sob a forma de cristais
brancos, soluvel a 0,20% na agua ou a 37,0% em alcool. Apresenta
propriedades antimicrobianas quando na forma ndo dissociada, em pH acido.
E Incompativel com sais de ferro, sais nitrosos, acetato, iodeto e radiagdo de
luz. Seu mecanismo de agd0 € a destruicdo da membrana plasmatica e
inibicdo de processos enzimaticos. E utilizado nas concentragdes de 0,025,
0,200 até 0,50%. O Aacido salicilico constou em 0,02% das férmulas
registradas no FDA, em 1977 "',

7
OoH
OoH

FIGURA 13 Férmula estrutural do 4cido salicilico
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3.3.3 Fatores que influem na eficicia antimicrobiana

A eficiéncia dos sistemas conservantes nas preparagdes depende da
capacidade antimicrobiana intrinseca prépria da substancia isoladamente e
das caracteristicas da preparagdo em que esta veiculado.

Entre os fatores que definem a atividade antimicrobiana intrinseca de
substancias tem-se o0 tamanho da molécuia, a presenga de cargas elétricas e
a caracteristica de lipofilicidade, que limitam a capacidade da molécula de
entrar em contato com a parede ou membrana celular, ou de penetrar no
interior da célula. De modo geral, os conservantes lipofilicos e nao-polares
passam faciimente através da parede celular e membrana plasmatica e
atingem o citoplasma, mas os conservantes ionizados ou formados por
grandes moléculas ndo passam ™.

Em relagdo a preparacao, a eficacia dos conservantes depende das
concentragdes em que sao utilizados, das matérias-primas constituintes, das
caracteristicas fisico-quimicas como coeficiente de particdo, viscosidade e pH,
da técnica de prepara¢io, do material de acondicionamento, além do modo

de utilizagdo e do local de aplicagéo do produto 9 Z7: 4. 58, 8. 77, 83, 85, 86, &, 101,

103,139-

As matérias-primas podem interagir com 0s conservantes, promovendo
solubilizagdo, complexagéo, precipitagao ou adsorgdo, e desse modo alterar a
atividade antimicrobiana, ' 2.8.1%

Os tensoativos representam matérias-primas essenciais para a
formulagdo de cremes e xampus, sendo classificados em anidnicos,
catidbnicos, nac-idnicos e anfoteros (com caracteristicas aniénicas em pH

) ¥ 28 "2 possuem a caracteristica

basico e catidnicas em pH acido
indesejavel de interferir na eficacia dos conservantes, alterando a tensao
superficial, solubilizando e aprisionando as substancias em miceias, e
consequentemente diminuindo a concentragdo de conservantes livre que

27, 68, €0,

exerce atividade antimicrobiana 7 Por outro lado, estes compostos

podem potencializar a ag¢do pela diminuigdo da tensdo superficial da
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membrana celular dos microrganismos, facilitando assim a sua penetragdo na
célula.

Na literatura foram citados varios casos de interagio entre
conservantes e tensoativos catidnicos, ndo-idnicos e anidnicos. Os
tensoativos catidnicos reduzem a atividade antimicrobiana de ésteres do
parabeno e fendlicos . Os ndo idnicos interagem com a maioria dos
conservantes antimicrobianos, como formaldeido, parabenos, fendis, através
de reagbes de complexacdo, decorrente do grande volume de suas
moléculas, e também pelas ligagdes com os hidrogénios acidos e oxigénios
étereos 2" ®. Estes tensoativos ndo interagem com imidazolidinil uréia e 2-
Bromo-nitropropano-1,3-diot 2! 77,

Os agentes seqlestrantes, como o EDTA, também reduzem a
atividade dos sistemas conservantes por formagao de complexos '®. Para se
impedir essas reagbes deve-se deslocar o conservante do sitio de ligacdo do
agente inativante, com a associagdo de dois ou mais conservantes

As matérias-primas soélidas em pd, as macromoléculas e geis
adsorvem os conservantes da formulagcio em sua superficie, diminuindo a
disponibilidade deste para atuar sobre os microrganismos. Esses fendbmenos
dependem de fatores como pH, area de superficie e tamanho da cadeia da
molécula, cargas elétricas e polaridade. Por outro lado, esse tipo de reagao
pode ocorrer também com os microrganismos, que s&o adsorvidos nas
matérias-primas, facilitando desse modo o contato @ a agcdo do agente
antimicrobiano ®. A adsorcdo de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli adsorvidoes em talco, caulinite e tnssilicato de
magnésio, respectivamente, foi relatada %

Varios autores analisaram a adsor¢do de conservantes em
preparagbes, e de modo geral, verificaram que os parabenos e o formaldeido
sdo os mais susceptiveis, enquanto o fenoxietanol sofre pequena adsorcéo %
As matérias-primas com capacidade de adsorgio analisadas foram: amilose,
amido, proteinas, goma Veegum ®, metilcelulose, carboximetil celulose
sodica, alginatos anidnicos, silica coloidal, aerosil, trissilicato de Magnésio,
carbonato de Bismuto, carbonato de Magnésio, carbonato de Cakio,
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calamina, 6xido de Magnésio, 6xido de Zinco, diéxido de Titanio, talco, caulim
e carvao.

Algumas matériasprimas sdc comercializadas previamente
adicionadas de conservantes, os quais muitas vezes néo sdo sequer citados
nas especificagbes, como € o caso de formol em tensoativos para xampus.
Esses conservantes, quando somados as conservantes da formulagdo,
podem aumentar a eficacia dos mesmos por sinergismo de a¢io, mas
também pode ocorrer problemas de imritagao e sensibifizagdo nos usudrios do
produto ® % ROSEN e McFARLAND '*® analisaram xampus conservados por
DMDM hidantoina, imidazolidinil uréia, diazolidinil uréia e quaternium-15 e
observaram a presenga de formaldeido que pode ser originaric da hidrélise
dos conservantes ou do processo de fabricagdo da matéria-prima.

Outros componentes do produtc possuem  propriedades
antimicrobianas intrinsecas, como © propilenoglicol, alcool etilico, alcool
isopropilico, 1,3-butitenoglicol, miristato de isopropila, glicerina, sorbitol, 6leos
essenciais ¥ ® Quando associados aos conservantes, estas substancias
proporcionam sinergismo € aumento do espectro de agdo, que possibilita a
diminui¢do das doses individuais, e conseqluentemente levando a diminuigéo

do desenvolvimento de reagbes adversas 3 4.

Desse modo, se faz
necessario a analise da atividade antimicrobiana das matérias-primas que
entram na formulag&o do produto.

O coeficiente de partigdo Oleo/dgua da férmula e a viscosidade
determinam a presenga dos conservantes nas fases aquosa ou oleosa do
sistema, e caso alguma fase fique sem o conservante, podera ocorrer ¢
crescimento microbianc > %. Além disso, os microrganismos podem
contaminar a interface das fases aquosa e olecsa de emulsdes, local onde
n&o ha conservantes =.

Os valores de pH numa preparagac podem limitar o crescimento
microbiano e também a eficacia do sistema conservante ®. De modo geral, as
bactérias crescem em meics com pH proximo da neutralidade, e os fungos pH
acido. Os meios com valores de pH abaixo de 3,0 e acima de 100

apresentam alta concenfragdo de ions, provocando destruigdo dos



microrganismos, sendo em muitos casos, desnecessaria a adigdo de
conservantes. Além disso, as alteragfes de pH podem também ocasionar
degradagdo de componentes da preparagdo, e liberacdo de substancias
toxicas, as quais podem apresentar atividade. Esse fendmeno foi observado
num experimento com acido sorbico, em pH 6,0, que sofreu oxidagio e
liberou substancias aldeidicas .

O pH da formula pode alterar as cargas elétricas da molécula do
conservante, e com isto, provocar repulsdo com cargas de igual vaior da
parede ou membrana celular dos microrganismos, impedindo a aproximagao e
portanto anulando o efeito antimicrobiano ®. Além disso, as particulas
carregadas eletricamente s&0 menos soluveis em gorduras e oleos, deixando
estas fases desprotegidas. O pH também influi na dissociagdo de acidos e
bases. A elevagdo do pH promove aumento da dissociagdo do conservante
acido e consequentemente a diminuigdo da concentragio da substancia ndo-
dissociada, que é a forma ativa, reduzindo a atividade antimicrobiana. Desse
modo, os conservantes acidos como o acido benzoico, acido salicilico, acido
dehidroacético, acido sérbico, parabenos e fendis sdo mais ativos em pH
acido ',

Algumas matérias primas podem alterar o pH da formula¢ao, como o
trissilicato de Magnésio e goma Veegum ®, que alcalinizam o meio em que
estao.

A preparacio do produto também influi na atividade antimicrobiana do
conservante.

A temperatura utilizada deve ser campativel com a estabilidade do
conservante, principalmente quando se utiliza compostos volateis. A
resisténcia dos conservantes a temperatura varia muito. Por exemplo, a
DMDM hidantoina resiste a temperaturas de até 90°C, enquanto que o0
formaldeido nem pode ser aquecido, pois evapora mesmo a baixas
temperaturas. Produtos com conservantes volateis, preparados sem o0s
devidos cuidados podem resultar em conceritragGes abaixo da efetiva '* %,

A homogeneizagao de sistemas muito viscosos também & importante,

pois se ndo for adequada, o produto pode apresentar locais com
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concentragdes baixas de conservantes e ai ocorre o crescimento microbiano
68, 83 )

O material de acondicionamento é importante para proteger o produto
final da contaminagdo microbiana durante o uso, de agentes fisicos como a
agdo da iuz, oxigénio, e também da perda de componentes pela evaporagio
. &. 101 Caso essa protegiio ndo seja adequada, a eficacia do sistema
conservante fica comprometida.

Os plasticos polietileno de baixa densidade nao fomecem protecdo &
acdo da luz, colocando em risco a estabilidade de conservantes como o0s
parabenos % %,

ORTH, BARLOW e GREGORY "' classificaram a qualidade da
protegdo a contaminagdo dos produtos proporcionada pelas embalagens em
relagdo a probabilidade de contaminagdo em: risco baixo, representado por
aquelas hermeticamente fechadas; risco moderado, representado por aquelas
de uso muitiplo com protegdo 3 entrada de agua ou contato dos dedos; risco
alto, representado por aguelas de uso multiplo e sem protegZo a entrada de
agua ou sem protegdo ao contato dos dedos.

Os materiais de acondicionamento s&o geralmente de borracha, vidro
(transparente, ambar), plasticos {PVC, poliestireno e polipropiteno), os quais
podem adsorver, absorver ou se compiexar com determinados conservantes
proveriientes das preparagdes ' 1€

McCARTHY ® testou o 4cido sérbico em solugdo frente a diferentes
materiais de acondicionamento e verificou que em PVC, polietiieno,
polipropileno e vidro transparente, foram reduzidas as concentragGes a 55,4,
98,2, 26,7 e 44,1% da inicial, respectivamente.

Outras incompatibilidade citadas s&o: o aluminio, que pode inativar o 2-
Bromo-nitropropano-1,3-diol e alguns compostos organomercuriais; ¢ nylon,
que pode complexar os parabenos € a borracha 0s compostos
organomercuriais e derivados do ambdneo quatemario 8

Conforme o modo de uso, os produtos recebem repetidas cargas
microbianas do usudrio, ¢ que pode ocasionar a saturacac da capacidade do
sistema conservante. Além disso, os produtos podem sofrer diluigdo,
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intencional ou acidental, de modo qUe a concentragdo do sistema conservante
diminui, e o produto fica desprotegido #'.

Atualmente, o0s produtos denominados naturais estio sendo
apreciados pelos consumidores. Nesses produtos, 08 conservantes sio
substituidos por extratos naturais com atividade antimicrobiana, em altas
concentragdes. Contudo, esses também podem causar reages adversas, e é
muito dificil se identificar exatamente qual substancia que desencadeou a
reacdo '2,

Evidentemente, os produtos de uso Unico s&o 0s mais seguros quarto
ao uso, pois ndo promovem reagdo alérgica, uma vez que 0S8 conservartes
ndo sao adicionados, e seguros também quanto & protecdo aos
microrganismos contaminantes ™,

3.4 ESTUDOS PARA AVALIAGAO DA EFICACIA DE SISTEMAS
CONSERVANTES

3.4.1 Caracteristicas

Os estudos de eficacia de conservantes em preparagGes so recentes.
Até o final da década de 60, ndo foram encontrados estudos deste tipo na
literatura ', De 1970 até 1980, utilizavam-se métodos microbiolégicos para
conservantes isoladamente, em solugbes, como a determina¢do da
concentragdo minima inibitéria (CMI), a analise das zonas de inibicio, das
curvas de morte microbiana, da tubidez e da produgéo de esporos 2”1, Esses
métodos baseiam-se na determinagdo das UFC (unidades formadoras de
coldnias) 2 e produgdo de massa celular . A partir de 1980, os sistemas
conservantes passaram ter sua eficicia avaliada através de inoculagdo
artificial de microrganismos patogénicos ou resistentes, em condigbes
artificiais de laboratério, através dos chamados estudos desafio, 0s quais sdo
mais praticos, reproduziveis e acessiveis que os anteriormente utilizados “
Atualmente, aliado a esses estudos, desenvolveu-se também o método de
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analise dos produtos em condigbes reais, isto é, durante o manuseio do
produto pelo consumidor, denominado teste do uso ',
Os estudos de desafio sdo realizados aplicando-se métodos

convencionais, que estdo descritos nos compéndios oficiais ' %% 134

, OU 0s
n&o-convencionais, também denominados métodos rapidos % 7 %8, 8. 100, 101
Ambos baseiam-se na inoculagio proposital de microrganismos e avaliagdo
da morte celular em intervalos de tempo subsequentes. O que diferencia um
de outro é a frequéncia da avaliagdo das cargas microbianas presentes. A
durag¢do do teste é de 28 dias para os métodos convencionais e de até 48
horas para 0os métodos rapidos. Os microrganismos desafiantes, ¢ tamanho
dos indcuios, a quantidade e tratamento das amostras, as técnicas de
inoculagdo e as técnicas de quantificagdo das cargas microbianas séo
semelhantes para ambos métodos.

Os métodos convencionais estdo descritos na farmacopéia Britanica 2!,

farmacopéia Americana XXIll

e nos manuais do CTFA (Cosmetics,
Toiletries and Fragance Association) 3 % 1% Baseiam-se na porcentagem de
redugdo da carga microbiana inoculada, em diferente tempos. A carga
microbiana é expressa em logaritimo decimal das UFC, as quais sdo
expressas em intervalos de tempo variaveis, dependendo do método oficial
aplicado. A Farmacopéia Britanica %', nas especificagdes para medicamentos
de aplicagdo topica, recomenda que a amostra deve ter sua carga microbiana
quantificada no momento da inoculagéo do produto e apds 2, 7, 14 e 28 dias.
A Farmacopéia Americana >* XXIll recomenda quantificagido das cargas
microbianas nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias. O CTFA ¥ recomenda
quantificagdo no momento da inoculagdo, denominado tempo 0, e nos tempos
1, 2, 3, 7, 14 e 28 dias e indica a possibilidade de se repetir as inoculagbes
nas amostras. Entretanto, segundo WEDDERBURN *®, os produtos devem
ser analisados pelo menos durante 6 meses, para se obter dados sobre
adaptagéo dos microrganismos ao sistemas conservantes ou os efeitos na
estabilidade dos produtos.

As reagdes que ocorrem durante a morte celular, provocada por

agentes quimicos ou fisicos, s&o classificadas de diferentes formas na



58

literatura. Alguns autores, consideram-nas como reagdes de primeira ordem e
desse modo, analisadas graficamente '®. Qutros autores, porém, consideram-
nas de segunda ordem, estequiométricas, cujo fator limitante é a
concentragdo dos agentes antimicrobianos . Para estes, as reagdes de
primeira ordem s&c somente aquelas obtidas de processos de esterilizagio
por radiagdo ou calor. Nos métodos rapidos, a morte celular dos
microrganismos provocada pelas substancias antimicrobianas € avaliada
graficamente, através do valor de D, e para isso, as reagdes ocorridas devem
. ser consideradas de primeira ordem.

O valor de D, ou valor de redugdo decimal, equivale ao tempo
necessario para ocorrer morte microbiana de 1 ciclo logaritmo ou 90%, em
unidade de horas. Esse valor € obtido do nimero de microrganismos
sobreviventes detectados e os diferentes intervalos de tempo de analise, de 0
até 48 horas ap0s a inocuiagio da amostra com 0 microrganismo, através de
recursos matematicos. O valor de D é calculado em cada amostra desafiada
com O microrganismo, € comparado a critérios de aceitagdo previamente
estipulados. Aquelas amostras cujos valores de D obtidos forem iguais ou
menores que aqueles dos critérios de aceitagdo sdo consideradas
adequadamente conservadas, e seus sistemas conservantes entao
considerados eficazes.

Os recursos matematicos utilizados no calculo do valor de D podem ser
do tipo paramétrico ou nao-paramétrico. Os paramétricos baseiam-se na
quantificagdo da morte microbiana utilizando recursos matematicos como a
regressao linear. Os ndo-paramétricos nao utilizam a quantificagdo da morte
microbiana, e sim a quantificagdo das amostras que apresentaram ou nao
alguma contaminagio microbiana. Como exempio deste dltimo, tem-se o
método da fragdo negativa, utiizado para se validar os processos de
esterilizagio '®

O método rapido da regressdo linear baseia-se na quantificagdo da
carga microbiana presente no momento da inoculagdo e nos tempos 2, 4, 8,
24 e 48 horas, determinando-se a relagao grafica da populagdo microbiana,
em valores de logaritmo de base 10, e 0 tempo de exposigao. Com os valores
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obtidos, através da regressdo linear, determina-se a equagao da reta, Y = -
BX + A, onde Y equivale a populagdo microbiana obtida, A ao logaritmo
decimal da populagao microbiana no tempo zero, B a taxa de inativagdo ou
coeficiente de correlagéo linear, e X ao tempo de exposigo '®. O Valor de D
e calculado pelo negativo do inverso do coeficiente de correlacdo linear da
reta (-1/B). Por exemplo, com um indculo de 10° bactérias cujo critério de
aceitagdo seja valor de D igual a 4 horas, em uma amostra desafiada, devera
apresentar uma carga microbiana de, no maximo, 10° UFC em 4 horas. O
Valor de D multiplicado pelo logaritmo decimal do inoculo inicial formece o
tempo necessario para se destruir 90% dessa carga microbiana ® % 1® Fgge
mesmo valor pode ser obtido através da interse¢ao da reta no eixa x.

Os métodos rapidos sdo quantitativos e fornecem estimativas sobre o
comportamento dos microrganismos, frente aos agentes conservantes, pois
os valores de D obtidos sd3o especificos para cada microrganismo.
Possibilitam a comparagao das taxa de inativagdo de varios microrganismos
num mesmo produto ou em produtos diferentes, avaliam os efeitos sinérgicos
da associacio de conservantes antimicrobianos e as concentragbes de maior
atividade. Além disso, avaliam o0 desenvoivimento de esporos ou
microrganismos resistentes, os quais saoc indicados nas curvas de morte

microbiana por picos iniciais ou patamares finais respectivamente % % 10213

165,

Outros métodos rapidos de desafio para andlise de sistemas
conservantes foram citados na literatura, como o método da curva de morte
rapida, do estudo desafio presuntivo, @ o de preservagao acelerado, onde as
cargas microbianas sio quantificadas em intervalos de tempo regulares, até
24 horas, e os numeros de UFC obtidos s&o comparados a determinados
critérios de aceitagdo. Contudo, segundo alguns autores, esses métodos sao
variagdes do método da regresséo linear '%%.%,

A eficacia de conservantes pode ser avaliada nos produtos por testes
que simulam o uso, em condigdes experimentais de laboratorio, ou por testes

de uso, nas condigbes reais nas quais serao submetidos pelos consumidores.
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Entre os testes que simulam o uso, realizados em laboratérios, foram
citados: da zona de inibicdo, da impress3o digital, da inoculagdo na pele e o
daluva ™.

O teste da zona de inibigio mede o efeito germicida, por deposi¢éo da
solugdo do conservante em cilindro, sobre a superficie de meio de cultura
solidificado, contendo uma carga microbiana quantificada. Apds difusdo do
conservante, avalia-se o tamanho do halo de inibigéo obtido.

O teste da impresséo digital € usado para cremes e xampus; consiste
na aplicagido do produto contendo o conservante e posterior contato da regiao
que recebeu o0 produto com a superficie de meio de cultura solidificado,
previamente inoculada com uma carga microbiana quantificada, apds
incubagdo das placas, analisa-se a inibigdo ocorrida no poepulagdo microbiana
contida no agar. _

O teste da inoculagdo na pele & utilizado para cremes, logbes e
xampus. Uma suspensdo de microrganismo naoc patogénicos & aplicada no
antebrago de voluntarios, e ap6s secagem ao ar, o produto em teste é
aplicado. Raspa-se o local levemente para retirar a amostra, que € inoculada
em meios de cultura. Avalia-se o crescimento microbiano obtido.

O teste da luva é efetuado pela aplicagdo do produto nas méos e
vestindo-se em seguida uma luva estéril. Apds 20 minutos, retira-se a luva,
onde se aplica um caido nutriente contendo microrganismos, agita-se, e faz-
se a semeadura desse caldo em meio de cultura pela técnica de “pour-plate”.
Avalia-se o crescimento microbiano obtido.

O teste do usc & realizado apés o produto ter passado nos testes de
desafio, sendo um modo eficaz de se confirmar os resultados obtidos em
laboratério. Neste teste, um lote de produto, em sua formulagdo final, é usado
por um grupo de consumidores e apds determinado periodo de tempo, o
produto é submetido a analise da contaminagido microbiana. E recomendavel
que todo produto de nova férmula seja submetido a este tipo de teste antes de
ser comercializado '® 2. Contudo, & um teste demorado, @ que necessita de

voluntarios que se sujeitern a usar o produto.
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3.4.2 Caracteristicas comuns aos estudos desafio

Os microrganismos utilizados nos testes podem ser patogénicos, de
linhagens padronizadas por laboratérios como o ATCC (America‘n Type
Culure Collection) ou isoclados de produtos contaminados. Compreendem
bactérias Gram positivas como Staphylococcus aureus e Bacillus sp '@,
respectivamente; bactérias Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli; leveduras como Candida albicans, e bolores como
Aspergiflus niger ™. Os microrganismos isolados de produtos contaminados
sd0 dotados de comportamento diferente dos microrganismos-padrao e
apresentam resisténcia aos sistemas conservantes. Contudo, para qualquer
desses, deve-se utilizar culturas recentes e jovens, de mesma linhagen,
durante todo o experimento, sob as mesmas condigbes e temperaturas a2

Existem divergéncias entre os autores quanto ac indculo utilizado para
desafiar as amostras. Alguns autores afirmam que devem-se utilizar inéculos
mistos, com diversas espécies, com a finalidade de simular o que ocorre
normalmente durante o uso-abuso de produtos pelos consumidores ' %
Afirmam que isso promove um sinergismo positivo durante a multiplicagio
celular, através de cometabolismo e produgéo de cofatores. Contudo, ORTH
2 am seu teste utilizando associagdo de microrganismos, concluiu que este
tipo de indcule ndc fornece maiores informagdes, em relagdo ao sistema
conservante, e ao contrario, ocomre concarréncia pelos mesmos substratos,
além do efeitos letais devido a produgdo de metabdlitos.

ORTH e BRUEGGEN '@ compararam os efeitos da inoculag3o Unica ©
multipla (em 10 ciclos) de microrganismos, pelo método da regresséo linear e
com calculo do valor de D. Preparagbes de sabonete liquido foram
desafiadas, durante 10 dias seguidos, com Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus, e outras preparagbes do mesmo sabonete com
inoculagdo Unica vez, porém com suspensd@o 10 vezes mais concentrada.
Calcularam os valores de D e observaram valores muito proximos, concluindo
assim que a reinoculagdo das amostras & desnecessaria, e ao invés de
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fomecer maiores informagdes, pode ocasionar diluigdo ou saturagdo da
capacidade do sistema conservante.

Os meios de cultura, condigbes e periodo de incubagao utilizados para
a quantficagdo das cargas microbianas variam de acordo com o
microrganismo utilizado. Em geral, utiliza-se agar caseina-soja e incubagdo de
24 horas a 30-35°C para bactérias e agar Sabouraud-dextrose e incubagéo
por 2-4 dias a 20-25 °C para as leveduras e bolores,

A carga microbiana a ser inoculada varia, conforme o método wutilizado,
mas o volume da suspenséao inoculada nunca deve representar mais que 1%
do volume do produto em teste '™ 2" Y Edicdes mais recentes das
farmacopéias Britanica %' ¢ Americana ™ recomendam a inoculaggo de 10° a
10° células/mL ou g de amostra. Indculos com carga maiores que 10% UFC/mL
ou g superam a capacidade do sistema conservador '® | e os menores de 10°
UFC/mL ou g resultam em diminuigio dos valores do tempo de destruigio
total ®, fornecendo resultados falsos.

AKERS 2 comparou os indculos recomendados pelas farmacopéias
Alema de 1986, Italiana de 1985, Americana de 1990 e Britanica de 1988, e
concluiu gque o nimero de células inoculadas deve estar entre 10° e 10°
UFC/mL ou g de produto. BRANNAN *° sugere inéculo de 10° UFC/mL ou g
para bactérias e de 10* UFC/mL ou g para bolores e leveduras. Segundo a
FIP ¥ o in6culo deve estar entre 10° e 10° UFC/mL ou g de amostra.
Independentemente do tamanho indculo utilizado, esse deve ser mantido
durante todo 0 experimento.

As amostras do produto em andlise devem estar na embalagem
original '* > O volume de amostra é variavel, contendo no minimo 20 g ou
mL 4192134 & segundo alguns autores, 50 g ou mL %. O ndmero de amostras
desafiadas por microrganismo, recomendado vana conforme o autor, sendo
citado até triplicatas ® '®. Durante o teste, as amostras e suas diluigdes
devem ser manuseadas da mesma maneira € muito bem homogeneizadas.

As técnicas mais comuns para a quantificagdo dos microrganismos
viaveis, nos diferentes tempos, sdo a semeadura em profundidade e a

filtracdo da amostra através de membrana e deposi¢do do filtro em superficie
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de agar solidificado, utilizando-se a amostra pura ou suas diluigdes decimais.
Outras técnicas mais rapidas como andlise da epifluorescéncia, da
impedancia, da bioluminescéncia, da quantificagdo em espiral laser estdo
sendo desenvolvidas 2. As aliquotas retiradas para a quantificagdo do
numero de microrganismos devem ser muito bem homogeneizadas com o
inéculo, e de maneira igual para todas amostras e todos intervalos de tempo
® Escolhida a melhor técnica, esta deve ser mantida durante todo o
experimento %2,

No momento da quantificagdo da carga microbiana, os sistemas
conservantes presentes devem ser inativados, por diluicido decimal em
solugdo (salina ou peptona) ou adigdo de substancias inativantes especificas
(como a lecitina de soja ou polissorbato 80) 24, ou eliminados das amostras,
por filtragdo em membrana de celulose de 0,45 pum.

Os critérios de aceitagio foram definidos como valores méximos de
carga microbiana que podem estar presentes na amostra, nos determinados
tempos da analise. Esses valores diferem dependendo do método de estudo
desafio, e do microrganismo em estudo.

AKERS 2 comparou os critérios dos métodos oficiais especificados nas
diferentes Farmacopéias. Segundo o autor, a farmacopéia Alema de 1986
indica que Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa devem
apresentar um redugéo de 10° UFC em 14 dias e novamente 10° em 28 dias
e a Farmacopéia ltaliana de 1985 afirma que as bactérias ndo devem
proliferar em 2 dias, devem reduzir 102 UFC em 7 dias, 10° em 14 dias e ndo
aumentar mais até 28 dias. Ja a Farmacopéia Britanica de 1993 #! considera
que as bactérias devem ser reduzidas de 3 ciclos log ou 99,99% em 2 dias, e
apresentar contagem zero a partir do 7° dia até 28° dia. A Farmacopéia
Americana de 1995 ' considera satisfatdria a redugéo do indculo inicial para
0,1% no tempo de 14 dias, equivalente a 99,9%ou 3 ciclos log de redugap,
cujo nimero deve se manter ou diminuir. O CTFA * e farmacopéia Européia
% consideram adequada a redugdo de 2 ciclos log ou 99% em 7 dias.

Em relagdo as leveduras e bolores, como Candida albicans e
Aspergillus niger, respectivamente, segundo AKERS 2, a Farmacopéia Alema



de 1986 indica redugdo de 10' em 14 dias e mais 10' em 28 dias. A
Farmacopéia Italiana de 1985 indica redugdo de 107 em 7 dias e que ndo
ocorra aumento até 28 dias. J4 a farmacopéia Britanica e de 1993 2
considera adequado a redugdo de 10% ou 2 ciclos log em 7 dias e que nao
ocorra aumento até 28 dias. A farmacopéia Americana de 1995 ™ indica nao
aumento da carga inoculada em até 28 dias como satisfatério. O CTFA 2 e
farmacopéia Européia ® consideram adequada a redugio de 1 ciclo log ou
90% em 7 dias.

Os critérios de aceitagdo para os métodos rapidos, isto & os valores de
D, devem ser menores ou iguais a 4 horas para bactérias patogénicas e
menores ou iguais a 28 horas para bactérias ndo patogénicas, bolores e
leveduras % % . 10! ajem disso, as amostras devem apresentar atividade
esporostatica ou esporicida. Desse modo, um inéculo de 10° UFC/mL de
bactérias patogénicas deve ser 80% destruida no tempo de 4 (valor de D) x 6
(log da carga microbiana), isto €, 24 horas, e 0 mesmo inéculo de bactérias
nao patogénicas, bolores e leveduras deve ser 90% destruida em 28 x 6, isto
€, 168 horas, equivalente a 7 dias.

A confiabilidade dos resultados obtidos pelos dos métodos de analise
da eficicia dos sistemas conservantes depende ainda da habilidade do
analista, que deve ser muito bem treinado para essa fungao, no sentido de
garantir-se a reprodutibilidade dos experimentos.

3.4.3 Testes desafio e de uso efetuados em produtos de higiene e
cosmeéticos

Varios foram os autores que utilizaram estudos desafio em seus
experimentos, para avaliagdo de eficacia de sistemas conservantes de
diversas tipos de produtos, como cremes, logdes, xampus e cremes rinse.

HALL % desafiou amostras de 50 g de xampu, creme rinse, emuls3o
agual/dleo e dleo/dgua, conservados com associagao de metilparabeno 0,20%
e propilparabeno 0,10%, e também outras amostras contendo essa
associagdo e mais 70% de fenoxietanol. Realizou quantificagdo das cargas
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microbianas nos tempos 0, 2, 4, 8 e 24 horas e 3, 5, 7 e 14 dias. Nas
amostras com a primeira associagdo de conservante, o indcule de
Pseudomonas aeruginosa, Eschenchia coli, Candida albicans e Aspergillus
niger foram inviabilizados em 12 minutos, 2 horas, 2 horas e 7 dias,
respectivamente.

CAGLIANI ** desafiou emuistes fluidas e xampus conservados com
isotiazolinona, metilparabeno, propilparabeno, diazolidinil  uréia e
dimetoxazolidina, com quantificagac das cargas microbianas nos tempos 0, 2,
7 e 28 dias. Os indculos foram todos inviabilizados, para 0os xampus, em até
24 horas

MULBERRY, ENTRUP e AGIN % testando emuisdes contendo
0,060% de metilparabeno e 0,012% de propilparabeno, e obtiveram os
seguintes valores de D, expressos em horas: menor que 0,5 para
Staphylococcus aureus, 27,4 para Escherichia coli, 9,5 para Pseudomonas
aeruginosa, 0,4 para Bacillus subtillis, 12,5 para Candida albicans, 16,7 para
Penicillum luteum, 192,0 para Aspergilius niger. Para a emulsac contendo
0,010% de metilparabeno & 0,002% de propilparabeno, os vaiores de D:
menor que 0,5 para Staphylococcus aureus, 19,8 para Eschenchia coli, 13,4
para Pseudomonas aeruginosa, 9,4 para Bacillus subtiliis, 6,1 para Candida
albicans, 56,3 para Penicillum luteum, 1110,0 para Aspergillus niger.

ORTH *® desafiou uma logiio e xampu com proteina, adicionados de
diferentes concentragdes de metilparabeno, propilparabeno, monolaurato de
glicerila e formaldeido, frente a Staphylococcus aureus € Pseudomonas
aeruginosa. Comprovou a redugdo do valor de D com o aumentc das
concentragdes dos conservantes.

O mesmo autor, em 1979, testou 150 amostras de cremes faciais,
logBes, xampus e condicionadores, variando os sistemas conservantes, meios
de cultura e tamanho do indculo. As cargas microbianas foram quantificadas
nos tempos 0, 2, 4 e 24 horas e 3, 5 e 7 dias para bactérias, e nos tempos 0,
4, 8, 24 horas e 2, 3, 5 e 7 dias para bolores e leveduras, ou até se detectar
uma carga menor que 10 UFC/mL. Valores de D menores foram observados

para as associacbes de borato de Sodio, metilparabeno a 0,20% e



propilparabeno a 0,10%, seguido de borato de Sédio, metilparabeno a 0,12%
propiiparabeno a 0,08%, o valor obtido com borato de Sédio isoladamente foi
o menor, O xampu e condicionador com proteinas, conservado com
formaldeido, resultou em contagem de viaveis totais menor que 500 UFC/mL,
somente apos 24 horas, devido a inativagdo do sistema conservante pela
proteina.

O'NEIL e MEAD ®' desafiaram os seguintes produtos com diferentes
conservantes: emulsdc de O6leo mineral, conservada com 0,4% de
metilparabeno isolado, e também com este mesmo conservante associado ao
etilparabeno;, emuls8o de oOleo vegetal conservada com 0,8% de
propilparabeno isolado e também este associado ao butilparabeno; xampus
contendo 0,8% de metilparabeno ou 2,5% de propilparabeno; além dos
mesmo produtos sem adigdo de conservante. As amostras foram preparadas
sem cuidados especiais para se evitar contaminagdo bacteriana, desafiadas
com 10° UFC/mL de bactérias e 10° UFC/mL de fungos, e quantificadas nos
tempos O, 1, 3, 4, 7, 14 e 21 dias. Ac final do teste, todos os xampus
mantiveram carga microbiana viavel. Na emulsdo de 6leo vegetal a atividade
antimicrobiana foi maior com a adi¢do de metilparabeno isolado, enquanto
que para a emulsdo com Oleo mineral, o resuitado foi melhor com o
conservante associado.

ORTH, BARLOW e GREGORY '™ estudaram xampus em relagdo ao
efeito protetor dos frascos de acondicionamento, ac modo de aplicagdo do
produto e ao efeito da diluigdo com agua. Amostras de xampu normal e
xampu diluido a 50% com agua, acondicionadas em frascos com tampas tipo
valvula protegida, valvula ndo protegida, tampa fixa de rosca e tampa
removivel de rosca, foram expostas durante 2 minutos diarios a jato de agua,
durante uma semana, simulando o uso debaixo de chuveiro, e contagem total
de microrganismos vidveis. Mostraram que os frascos com tampa de valvula
ndo protegida e os de rosca removivel ndo protegem adequadamente a
preparagdo, ocorrendo contaminagéo de 2,1 x 10’ UFC/mL de Pseudomonas
aeruginosa e 1,2 x 10° UFC/mL de coliformes, mas somente nos xampus
diluidos; nos outros frascos, com outros tipos de tampa, n&o ocoreu
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contaminagdo em nenhum dos xampus. Amostras idénticas aquelas
contaminadas foram submetidas ao teste de desafio com Escherichia cofi. Os
autores, considerando que este microrganismo apresenta baixo risco de
contaminagdo ao usuario, quando presente nos produtos de uso extemo,
definiram o critério de aceitagdo como valor de D menor ou igual a 28 horas.
O valor de D obtido foi de 1,1 horas para as duas amostras, portanto de
acordo com as especificagdes. Este experimento mostra a necessidade do
teste do uso ou uso simulado, pois identificou amostras deficientemente

conservadas, que o teste de desafio nao conseguiu detectar.
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4
MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O material, objeto deste estudo, foi constituido de 32 preparagbes de
xampus, 6 sem adicao de conservantes e 26 com conservantes ou acido
salicilico.

4.1.1 Xampus sem conservantes
4.1.1.1 Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas foram: cetoconazol, acido citrico,
trietanolamina, lauril éter sulfato de sédio (LESS), lauril sulfato de
trietanolamina (LSTEA) e dietanalamida de acido graxo de cdco com 80% de
amina livre (DAGC-80), todas de grau farmacéutico. Dos dois primeiros
tensoativos foram obtidas amostras de trés empresas do mercado e do ultimo
apenas de 2 empresas. Os nomes comerciais e as empresas farnecedoras

dos tensoativos utilizados estao discriminados abaixo.



TABELA V identificagéo dos tensoativos

Fabricante
Matéria-prima Aquatec (A) Henkel (B) Hoescht (C)
LESS Surfax ® EVE Texapon © HBN Genapol ® L Rob BB
(lote 86/10-57) (lote 116856180117)  (lote 970965000)
LSTEA Surfax ® 40 Texapon ® TB
(lote 96/0908) (lote 018755490017)
DAGC-90 Synotol ®CN90  Comperian ® KD Fomgramid ® C
(lote 96/1618) (lote 126864690129)  (lole 97083)

LESS = jauril éter sulfato de sodio, LSTEA = lauril sulfato de trietanolamina,
DAGC-90 = dietanolamida de acido graxo de coco com 90% de amina livre
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O cetoconazol (poténcia de 99,6%), o acido citrico e a trietanolamina
foram adquiridos de distribuidoras. A agua utilizada nas preparag¢des foi a

destilada.

4.1.1.2 Preparag¢oes

Trés xampus foram preparados segundo a mesma férmula basica,

abaixo relacionado, diferindo entre si apenas na procedéncia de matérias

primas. Foram também preparados os xampus com a mesma férmula, sem a

adicdo do cetoconazol.

Formula

Cetoconazol

Lauril éter sulfato de sodio

Lauril sulfato de trietanolamina
dietanolamida acido graxo coco 90%
Solucio de acido citrico 10% {piv)
Solugido de trietanolamina 20% {p/v)
Agua destilada gsp

20mL
S5mL
3mL
10mL
10mL
100mL
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Em relagdo aos xampus com cetoconazol, uma amostra foi preparada
com todos os tensoativos provenientes do formecedor A, outra do B e uma
terceira, com tensoativos LESS e DAGC-80 provenientes do C e LSTEA do B.
Estas preparagbes foram denominadas de 2, 4 e 6 e as respectivas
preparagdes sem o principio ativode 1, 3e 5.

TABELA VI Composicdo das preparagdes de acordo com a
procedéncia dos tensoativos

Preparagdo
Matéria-prima 1 2 3 4 5 6
LESS (A) X X
LESS (B) X X
LESS (C) : X X
LSTEA (A) X
LSTEA (B) X X X X
DAGC-20 (A) X X
DAGC-90 (B) X X
DAGC-90 (C) X X
Cetoconazol X X X
Acido citrico X X X X X X
Trietanolamina X X X X X X

LESS corresponde a laurii éter sulfato de sodio, LSTEA a lauril sulfato de
trietanclamina e DAGC-90 a dietanolamida do acido graxo de cfco com 90% de

amina livre.

4.1.2.Conservantes e acido salicilico

4.1.2.1 Matérias-primas

Os conservantes utilizados e o acido salicilico foram de grau

farmacéutico, identificados pelas letras ¢1 a 9.
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TABELA VIl ldentificagdo dos conservantes testados e do acido

salicilico

Nome quimico Nome Fabricante ou  Codi- Lote
comercial distribuidor go

2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol Bronopol b Boots BP / ¢l 421360
Croda

5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano Bronidox ® L Henkel c2 24291

Imidazolidinil uréia Germall® 115  Sutton/ c3 G513
Aquatec

Diazolidinil uréia Germall ® 1l Sutton / Aquatec c4 GT-359

Hidroximetilglicinato de Sodio Suttocid © A Sution / Aquatec cS SA-210

Metilparabeno Nipagin NE / Natural B 97-02-
FPhama 4408

Fenoxietanol+1,2-dibromo-2,4- Merguard ® Caigon/Galena  ¢7 E7-220-

dicianobutano 1200 800

Acido salicilico Acido saficilico NE / Natural c8 032/6
Pharma

Propilparabeno Nipazol NE / Natural co 97-06-
Pharma 4487

NE = Fabricante néo especificado peto fomecedor; Fonte: Brandao, L '

4.1.2.2 Solugdes de conservantes

As solugdes aquosas de conservantes testadas foram aquelas

preparadas nas concentragdes abaixo relacionadas (tabela Vill), equivalentes

a metade das concentragdes recomendadas pelos fabricantes ou na literatura

12,13, 20, 22,55, 77, 111, 118, 126, 127, 138



TABELA VIII Solugbes de conservantes testadas

Solugac  Conservante CW

(%)
Sc1 c1 0,05 (p/v)
Sc2 c2 0,05 (viv)
Sc3 c3 0,30 (p/v)
Sc4 c4 0,25 {piv)
Sch c5 0,25 (viv)
Scb cB 0,20 (piv)
Sc7 c?

0,05 (viv)

4.1.3 Xampus com conservantes ou acido salicilico
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A preparagdo 2 adicionada dos conservantes c1, ¢S, c6ec/ (em1a3d

concentragdes), de acido salicilico (em 8 concentragdes) e dos conservantes

c6 e ¢9 associados (em duas concentragdes), resuitou em mais 20

preparacdes de xampus. A preparagdo 4 e a 3, respectivamente com € sem
cetoconazol, adicionadas dos conservantes c1 e ¢7 ou acido salicilico,

resultou em mais 6 preparagbes de xampus. As concentragbes dos

conservantes nas diferentes preparagbes encontram-se relacionados abaixo

(Tabela IX).
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TABELA IX Concentragbes dos 3 conservantes e do acido salicilico

adicionados as preparagdes 2, 3e 4

Preparagdo
Preparagdo Conservante Dose Concentragdo % utilizada

7 c1 0,050 (piv) 2
8 c1 2 0,025 (piv) 2
9 c5 1 0,250 (viv) 2
10 c5 2 0,125 (vi) 2
11 c5 3 0,500 (v/iv) 2
12 c6 1 0,200 (p/v) 2
13 6 2 0,300 (p/v) 2
14 6 3 0,400 (piv) 2
15 c6+¢cS 1 0,180+ 0,020 (p/v) 2
16 c6 +c9 2 0,160 + 0,040 (ph) 2
17 c’ 1 0,025 (piv) 2
18 c7 2 0,050 (piv) 2
19 c1 2 0,025 (ph) 3
20 c1 2 0,025 (p/v) 4
21 c7 2 0,050 (p/v) 3
22 c7 2 0,050 (p/v) 4
23 c8 8 2,000 (p/v) 3
24 c8 8 2,000 (p/v) 4
25 cB 1 0,250 (piv) 2
26 cB 2 0,500 (p/v) 2
27 c8 3 0,750 (ph) 2
28 c8 4 1,000 {piv) 2
29 c8 5 1,250 (p/v) 2
30 c8 6 1,500 (p/v) 2
31 c8 7 1,750 (pN) 2
32 c8 8 2

2,000 (piv)

— —
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4.2 METODOS

4.2.1 Preparacio dos xampus sem conservantes (preparagdes 1 a
6)

Os xampus foram preparados em dois lotes. No primeiro, foram
manipulados aproximadamente 550 mL de cada uma das preparagdes 1 a 6.
No segundo lote preparou-se 0 mesmo volume apenas das preparagoes 2, 4
e 6.

Em todas as etapas os volumes foram medidos em provetas, célices e
pipetas graduadas, e utilizou-se balanga semi analitica Micronal ® modelo

B400 para a pesagem das matérias-primas em estado sélido.
4.2.1.1 Preparagdo da solugao de acido citrico 10% (p/v)

No momento do uso, foram preparadas solugdes, dissolvendo-se 40 g
e 60 g de acido citrico em 400 mL e 600 mL de &agua destilada,
respectivamente.

4.2.1.2 Preparagao da solugdo de trietanolamina 20% (p/v)

Foram preparadas solugbes, dissolvendo-se por agitagdo manual
constante, quantidades suficientes de trietanolamina em agua destilada, para
se obter a concentragdo de 20% (p/v), sempre no momento do uso.

4.2.1.3 Preparagao dos xampus com o cetoconazol a 2%
(piv) (preparagdes 2, 4 e 6)

Homogeneizaram-se 110 mb de LESS, 27,5 mL de LSTEA e 16,5 mL
de DAGC-90 em calice de 1000 mL, por agitagdo manual, com auxilio de um
bastdo de vidro, durante 3 a 5 minutos. Adicionou-se em seguida 275 mL de
agua destitada. Em um béquer de 100 mlL, separadamente, dissolveram-se
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11g de cetoconazol em 55 mL de solugdo de 4cido citrico a 10%, preparado
segundo item 4.2.1.1, com aquecimento até aproximadamente 50°C em bico
de Bunsen e agitagdo manual constante durante 3 a 5 minutos. Adicionou-se
a solugéo de cetoconazol ao xampu, com agitagéo, e em seguida verificou-se
o pH com papel indicador. Ajustou-se o pH para aproximadamente 6,5 com
solugdo de trietanolamina, preparada segundo item 4.2.1.2, e adicionou-se
volume de agua destilada suficiente para se obter 550mL de xampu. Esse
procedimento foi repetido para a manipulagio das trads preparagbes de
xampus com cetoconazol.

4214 Preparacdo dos xampus sem cetoconazol
(preparagdes 1, 3 e 5)

O procedimento utilizado foi 0 mesmo descrito para a preparagio dos
xampus com cetoconazol, descrito no item 4.2.1.3, excetuando-se a adicao do
principio ativo, que foi substituido por agua destilada.

4.2.1.5 Acondicionamento dos xampus

Dos 550 mL de cada uma das preparagbes 1 a 6 do primeiro lote,
separaram-se 8 aliquotas de 50 mL, que foram acondicionadas em frascos de
plasticos opacos leitosos, com batoque furado e tampa de rosca, de 120 mL
de capacidade, e 1 aliquota de 100 mL que foi acondicionada no mesmo tipo
de frasco. O restante do xampu foi descartado. Dos frascos contendo 50 mL,
6 foram utilizados para avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo teste de
desafio e 2 foram retidos para eventual necessidade. Os frascos contendo
100 ml foram utilizados para 0 doseamento do cetoconazol. Ao final obteve-se
48 frascos com 50 mL de amostra e 6 com 100mL, que foram devidamente
rotulados e armazenados a temperatura ambiente.

Dos 550 mL de cada uma das formulas 2, 4, e 6 preparadas no
segundo lote, separaram-se 5 aliquotas de 100 mL, acondicionadas no
mesmo tipo de frasco plastico, e destinadas ao teste do uso. O restante do
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volume dos xampus foi descartado. Ao final obtiveram-se 15 frascos que
foram devidamente rotulados e armazenados a temperatura ambiente.

4.2.2 Preparagdo das solugdes de conservantes (Sc1 a Sc7)

Foram distribuidas 7 aliquotas de 100 mL de agua destilada em frascos
de vidro ambar de 120 mL de capacidade e tampa de rosca sem batoque, e
foram submetidos -a esterilizagio em Luferco Lutz Ferrando ® modelo 393211
durante 15 minutos a 121°C. Obteve-se assim um total de 7 frascos com agua
destilada estéril.

Os conservantes ¢1 a ¢7 foram adicionados nos frascos contendo agua
destilada estéril, utilizando procedimentos assépticos, em fluxo laminar.

Os conservantes em estado sélido, como o imidazolidinil uréia {(c3),
diazolidinil uréia (c4), 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol (¢1) e o metilparabeno
(c8) foram iniciaimente pesados-em balanca analitica marca CG ® modelo
Libror 210, e as porcentagens utilizadas representaram relagdo pf/v. Os
conservantes em estado liquido, como 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano (c2),
hidroximetilglicinato de sédio (c5) e o fenoxietanol + 1,2-dibromo-2 4-
dicianobutano (c7), foram medidos em pipetas graduadas de 1mL, e as
porcentagens utilizadas representaram relagao viv.

Os conservantes foram facilmente dissolvidos pela simples agitagao,
durante 2 a 3 minutos, com excega0 do metilparabeno (¢6) que precisou de
aquecimento a 50°C em banho-maria Fanem ® modelo MA 154 12072, durante

3 a 5 minutos.

4.2.3 Preparacio dos xampus com conservantes ou dcido

salicilico (preparagdes 7 a 32)

Os xampus foram preparados a medida que os testes eram realizados,
e sempre no dia anterior, exceto agueles submetidos ao doseamento, que
foram preparados e imediatamente analisados. Durante os testes de eficacia,
foram preparados 460 mL dos xampus adicionados dos conservantes c1, ¢7 e
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c9, 630 mL daqueles com c5 e ¢B e 1840 mL daqueles contendo &cido
salicilico, em porgdes de 230 mL para cada concentragio. Para o teste de uso
e o teste de estabilidade, realizados concomitantemente, manipularam-se
lotes de 1200 mL para as preparagdes contendo cetoconazot a 2% e lotes de
400 mL para aquelas sem o principio ativo.

Em todas as etapas os volumes foram medidos em provetas, cilices e
pipetas graduadas e utilizou-se balanga semi-analitica Micronal ® modeio
B400 para a pesagem das matérias-primas em estado solido, e 0 banho-maria
Fanem ® modelo MA 154 120/2 quando foi necessério o aquecimento.

Os conservantes, hidroximetilgiicinato de Sédio (¢5) e fenoxietanol
associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano (c7), ambos liquidos, foram
medidos em pipetas graduadas.

O  2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol  {c1), metilparabeno  (cB),
propilparabeno (c9), que sao sdlidos, foram pesados em balanga semi
analitica CG ® modelo Libror 210 e, apds adigio nos xampus, estes dois
ultimos foram aquecidos a 50°C em banho-maria Fanem ® modelo MA 154
120/2, com agitagao manual intensa com auxilio de bastdo de vidro, durante 3
a 5 minutos, para completa dissolugao.

O acido salicilico (¢8), também sdlido, foi pesado e colocado em gral de
porcelana de 250 mL de capacidade, e dissolvido com quantidade suficiente
do xampu utilizando pistilo; apés completa dissolugdo, o xampu com o
conservante foi vertido para o béquer com o restante de xampu e
homogeneizado com auxilio do bastao de vidro.

O pH dos xampus foi verificado com auxilic de papel indicador
universal Merck ®, e ajustado para aproximadamente 6,5 quando necessano,
com solugdo de acido citrico 10% ou de trietanolamina 20% ou gotas de

trietanolamina pura.
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4.2.3.1 Preparo dos xampus utilizando-se da preparagao
numero 2 (preparagdes 7 a 18 e 25 a 32)

Homogeneizaram-se 100 mL de LESS, 25mL de LSTEA e 15mL de
DAGC-90 em célice graduado de 500 mL de capacidade, por agitagdo manual
com auxilio de um bastao de vidro. Adicionou-se em seguida 250 mL de agua
destitada. Em um béquer de 100 mL, separadamente, dissclveram-se 10 g de
cetoconazol em 50 mL da solugdo de &cido citrico, preparado segundo item
4.2.1.1, com aquecimento a cerca de 50°C, em bico de Bunsen, e agitagio
manual constante, durante 3 a 5 minutos. Adicionou-se a solugio do
cetoconazol a0 xampu, com agitagio, e em seguida verificou-se 0 pH com
papel indicador e ajustou-se para aproximadamente 6,5 com volumes de
solugdo de trietanolamina, preparada segundo item 4.2.1.2. Adicionou-se
agua destilada suficiente para se obter ao final 500 mL de xampu. Este foi
dividido em 2 aliquotas de 230 mL em béqueres de 400 mL; adicionaram-se
separadamente quantidades de 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol {c1), com
agitagao intensa durante 3 a 5 minutos, para obter concentragdes de 0,050 e
0,025% (plv), constituindo as preparagbes 7 e 8, respectivamente.

O procedimento anterior foi repetido, utilizando-se metilparabeno
associado ao propilparabeno (¢9), nas concentragbes de 0,18 com 0,02%
(plv) e 0,16 com 0,04% (plv), constituindo as preparagbes 15 e 16,
respectivamente. O mesmo foi efetuado com fenoxietanol associado a 1,2-
dibromo-2,4-dicianobutano (c7), nas concentragbes de 0,050 e 0,025% (vN),
obtendo-se as preparagbes 17 e 18.

Em célice graduado de 1000 mL de capacidade, utilizando-se 150 mL
de LESS, 37,5 mL de LSTEA, 22,5 mL de DAGC-980, 15 g de cetoconazol, 75
mL de solucio de acido citrico 10%, 375 mL de agua e depois completando-
se o volume para 750 mL também com agua, obedecendo-se a sequéncia da
técnica de preparo e corregdo do pH descrita no inicio deste topico.

O volume de xampu obtido, 750mL, foi dividido em 3 aliquotas de 230
mL em béqueres de 400 mL. A estas aliquotas adicionaram-se quantidades
de hidroximetilglicinato de Sodio (c5), suficientes para se obter concentragbes
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de 0,250, 0,125 e 0,500% (v/v), constituindo as preparacdes 9, 10 e 11. Este
procedimento foi repetido com metilparabeno (c3), nas concentragbes de
0,200, 0,300 e 0,400% (p/v), obtendo-se as preparagdes 12, 13 e 14.

Prepararam-se 2000 mL de xampu em cdlice graduado de mesmo
volume de capacidade, utilizando-se 400 mL de LESS, 100 mL de LSTEA, 60
mL de DAGC-80, 40 g de cetoconazol, 200 mL de solugdio de acido citrico
10%, 1000 mL de agua e depois completando-se o volume para 2000 mL
também com agua; a seqUéncia da técnica de preparo foi a mesma descrita
no inicio deste topico. Este volume foi dividido em 8 aliquotas de 230 mL, em
béqueres de 400 mL, as quais adicionou-se &cido salicitico (c8), em
quantidade suficientes para se obter concentracées de 0,250, 0,500, 0,750,
1,000, 1,250, 1,500, 1,750 e 2,000% (p/v); o pH foi ent&o corrigido novamente,
para aproximadamente 6,5, com gotas de trietanolamina pura, constituindo as
preparagdes 25 a 32, respectivamente.

4.2.3.2 Preparo dos xampus utilizando-se da preparagao
numero 3 e 4 (preparacdes 19 a 24)

Em recipiente de acgo inoxidavel com capacidade para 6000 mL
adicionaram-se 1000 mL de LESS, 250 mL de LSTEA, 150 mL de DAGC-90 e
2500 mL de agua destilada, com agitagao constante com auxilio de um bastao
de vidro, obtendo-se uma solugdo de aproximadamente 3900 mL
(correspondente a 78% da formula de xampu, isto €, sem o cetoconazoi e
volumes da solugdo de acido citnco e trietanolamina). Esta solugdo foi
separada em 3 aliquotas de 936 mL, em calices de vidro de 2000 mL de
capacidade, e mais 3 aliquotas de 312 mL, em calices de 500 mL
(representando 78% dos volumes finais de 1200 e 400 mL de xampuy,
respectivamente), e o restante foi descartado. Em todas as aliquotas,
separadamente, adicionaram-se quantidades de 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-
diol (c1) para se obter a concentragdo de 0,025% (p/v), fenoxietanol
associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano (c7) para se obter a concentragao
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de 0,050% (v/v) e &cido salicilico (c8) para se obter a concentrago de 2,0%
(phv).

As aliquotas de 936 mL adicionaram-se 24 g de cetoconazol dissolvido
a quente, utilizando bico de Bunsen, em 120mL de solugdo de &cido citrico
preparada, segundo o item 4.2.1,1, ajustou-se o pH para préximo de 6,5 com
solugado de trietanolamina preparada, segundo o item 4.2.1.1, e compietou-se
0 volume para 1200 mL com agua destilada. Estas constituiram a preparagao
4 (xampu com cetoconazol 2%) adicionada dos conservantes ¢1 a 0,025%
(p/v), c7 a 0,05% (viv) e c8 a 2,0% (p/v), e Que passaram a ser identificadas
como preparagado 20, 22 e 24, respectivamente. Para ¢ conservante c¢8B,
efetuou-se nova corregdo de pH, para aproximadamente 6,5, com gotas de
trietanolamina pura.

As aliquotas de 312 mL adicionaram-se 8 mL de agua destilada, 40 mL
de solugdo de acido citrico, preparada segundo o item 4.2.1.1, ajustou-se o
pH para proximo de 6,5 com solugcido de trietanolamina, preparada segundo o
item 4.2.1.1. e completou-se o volume para 400 mL com agua destitada Estas
constituiram os xampus controle sem cetoconazol (preparagcdo 3) com
conservantes ¢1 a 0,025%, ¢7 a 0,05% e ¢8 a 2,0%, e que passaram a ser
identificadas como preparagao 19, 21 e 23, respectivamente.

4.2.3.3 Acondicionamento dos xampus

As porgdes de 230 mL das preparagtes 7 a 18 e 25 a 32 foram
divididas em volumes de 50 mL e acondicionadas em frascos plasticos
opacos leitosos, com batoque furado e tampa de rosca, com capacidade de
120 mL, e o restante de xampu foi descartado. Foram obtidos ao final 4
frascos de cada preparacgio, dois deles destinados aos testes microbiologicos
e dois para retengdo. Obtiveram-se no final 80 frascos, que foram
devidamente rotulados e armazenados a temperatura ambiente. Como estes
ndo foram submetidos ac doseamento, nac foram preparados xampus sem O

principio ativo.
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As porgdes de 1200 mt das preparagbes 20, 22 e 24 e as porgdes de
400 mL das preparagbes 19, 21 e 23 foram divididas em volumes de 100 mL
e acondicionadas em frascos plasticos opacos leitosos, com batoque furado e
tampa de rosca, com capacidade de 120mL. Foram obtidos 11 frascos de
xampu para cada prepara¢ao 20, 22 ou 24, sendo 6 deles destinados ao teste
de uso, 4 aos testes de estabilidade e 1 para retengdo, e 3 frascos das
preparagbes 19, 21 e 23, sendo 2 deles destinados aos testes de estabilidade,
e 1 para retengdo. Obtiveram-se no final 42 frascos, devidamente rotulados e
armazenados, segundo as condi¢des dos testes aos quais foram submetidos.

4.2.4 Analise fisico-quimica dos xampus

As preparacgdes de xampus com o cetoconazol e sem conservantes
(preparagbes 2, 4 e 6) e as respectivas preparagdes sem 0 principio ativo
(preparacbes 1, 3 e 5) foram submetidas a determina¢ao do valor de pH. Nas
preparacGes contendo o cetoconazol, foram efetuadas as determinagbes do
teor de principio ativo.

Os xampus adicionados de conservantes e o cetoconazol, referentes
as preparagoes 20, 22 e 24, foram efetuadas as determinagbes do teor de
principio ativo durante o teste de estabilidade de 180 dias.

4.2.41pH

Os valores de pH dos xampus foram determinados em potencidometro
de marca Digimed ® modelo TE 901, & temperatura de 25 °C, imediatamente

ap6s o término das preparagées 1 a 6.

424.2 Doseamento do cetoconazoi por

espectrofotometria®™

O doseamento do cetoconazol nas prepara¢gdes de xampu 2, 4, 6, 20,
22, e 24 foi efetuado pelo método espectrofotométrico. Para as 3 primeiras



82

preparagdes, referentes aos xampus sem conservante, os doseamentos
foram repetidos apds 7, 14, 21 e 28 dias, e para outras preparagdes,
adicionadas de conservantes, apds 30, 60 e 180 dias.

424.21 Preparagio da solugio padrio de
cetoconazol 2% (p/v)

Pesaram-se exatamente cerca de 100 mg de cetoconazo! (matéria
prima com teor de 99,6%), em batanga analitica marca CG ® modelo Libror
210, que foi transferido para baldo volumétrico de 100 mL de capacidade,
dissolvida em acido cloridrico 0,01N SR *® e o volume completado com o
mesmo acido. Uma aliquota de 5 mL dessa solugéo foi transferida para um
baldo volumeétrico de 25 mL e o volume foi compietado com a mesma solugéo

acida, obtendo-se uma solugéo padrao de cetoconazol de 0,2 mg/mL (p/v).

4.2.4.22 Preparagao da solugdao da amostra e do
controle (branco)

Logo apds o término da preparagio dos xampu segundo o item 4.2.1,
uma tomada de 5 mL de cada amostra foi transferida para balao volumétrico
de 100 mL de capacidade e o volume foi completado com acido cloridrico
0,01N SR. Uma aliquota de 5 mL dessa solugao foi transferida para um baléo
volumétrico de 25 mL e o volume completado com a mesma solugdo acida.
Esse procedimento foi utilizado para as amostras de xampu com cetoconazol
(preparacdes 2, 4, 6, 20, 22 e 24) e também para aquelas sem o principio
ativo (1, 3, 5, 19, 21 e 23), que se constituiram em solugbes controle ou

branco. Todas as solugbes das amostras foram preparadas em duplicatas.
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4.24.23 Preparo do aparelho e leitura das
absorbancias

‘Foi empregado ¢ espectrofotdmetro -marca Micronal ® modelo B382,
com cubetas de quartzo de 10 mm para leitura em ultravioleta. As leituras das
absorbancias das solugbes padrdo e amostra foram efetuadas no
comprimento de onda de 269 nm, a 25 °C. O valor 100% de transmitancia da
escala do aparelho foi acertado com uma solugdo aquosa de acido cloridrico
0,01 N SR, 15 minutos apés o aparelho ter sido ligado.

4.2.4.2. 4 Calculos

Utilizaram-se as médias dos valores de absorbancia e subtrairam-se os
valores médios de absorbancia obtidos com a leitura dos correspondentes
Xampus sem o principio ativo. Estes valores foram aplicados na formula
abaixo, determinando-se as concentragdes em g/mL de cetoconazol nos
Xampus.

C= (Aax Cp)/ (Apx10) (1)

C - concentragio de cetoconazol na amostra (g/mL)

Aa - Absorbancia média da amostra de xampu

A, - Absorbancia média da solucéo padréo de cetoconazol

C, - concentragéo da solugéo padréo de cetoconazol (mg/mL)

4.2.4.3 Teste de estabilidade do cetoconazol

Os fracos commespondentes as preparagdes 19 a 24 foram
armazenados a temperatura ambiente, em balcdo de laboratdrio (cerca de
25°C), durante 180 dias. Como para as determinagbes do teor de principio
ativo utilizaram-se amostras em duplicatas, foram submetidos 4 frascos de

cada preparacéo com cetoconazol (preparagdes 20, 22 e 24) e 2 frascos de



cada uma daquelas sem o principio ativo (preparagdes 19, 21 e 23). No total,
submeteram-se 18 frascos ao teste de estabilidade.

As amostras 20, 22 e 24 foram submetidas & determinag¢do do teor de
principio ativo logo apés o preparo, e durante o teste, nos tempos 30, 60 e
180 dias apos, segundo o procedimento descrito no item 4.2.4.2.

4.2.5 Avaliagdes microbiologicas
4.2.5.1 Preparag3o dos meios de cultura

Utilizaram-se os meios de cultura agar caseina-soja, d4gar Sabouraud-
dextrose e agar Sabouraud-dextrose modificado pela adigdo de 1% (pfv) de
polissorbato 40 (Atlas) antes da esterilizagdo. Todos os meios de cultura
foram preparados a partir da mistura complexa desidratada, distribuidos em
diferentes volumes, dependendo do tipo de analise em que seriam utilizados,
e esterilizados em autoclave Luferco Lutz Ferrando ® modelo 39211,
obedecendo-se as instrugdes do fabricante (Difco).

Os meios foram preparados em quantidade suficiente e distribuidos de
diferentes maneiras, conforme o uso a que se destinavam. Os meios para a
contagem de microrganismos viaveis pelo método de semeadura em
profundidade foram distribuidos em volumes de 200 mL para balSes de vidro.
Aqueles utilizados para a manutengdo dos microrganismos foram distribuidos
em volumes de 8mL para tubos de vidro de 15 x 2cm, esterilizados e mantidos
em posigdo inclinada até a solidificagdo do meio. Para a contagem de
microrganismos vidveis pela técnica de filtragem, na qual a membrana é
depositada na superficie do meio de cultura solidificado, estes foram
preparados vertendo-se volumes de cerca de 15 ml do meio de cuitura apés
esterilizagdo para placas de Petri, previamente esterilizadas por calor seco,
em estufa marca Fanem ® modelo 315 SE; este procedimento foi efetuado em
capela de fluxo laminar, seguindo-se técnicas assépticas; as placas foram

mantidas em posigéo horizontal até a solidificagdo do meio.
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A esterilidade dos meios foi comprovada pela incubagdo em estufa
Fanem ® 002 CB, a temperatura de 36+1°C durante 2 dias para 0s meios
caseina-soja e a 25+2°C durante 7 dias para os meios Sabouraud-dextrose e
Sabouraud-dextrose modificado. Foram também comprovados quanto a

eficiéncia pela inoculagéo e incubagsio com os respectivos microrganismos a
que se destinavam.

O armazenamento dos meios de cuitura ocorreu sob refrigeracdo a
cerca de 10°C, e meia hora antes do momento ficaram expostos &
temperatura ambiente.

Antes do uso estes foram fundidos em fomo de microondas Sharp ®
modelo Carrousel |l iniciaimente submetidos & poténcia méxima durante dois
minutos, seguido de agitagéo, depois diminuindo-se o tempo de exposi¢do a
mesma poténcia, gradativamente até a total fusdo, com cuidado de se evitar a
ebulicdo do meio. Os meios fundidos foram mantidos a 48°C em banhq de

agua quente até o momento do uso.
4.2.5.2 Preparagdo das solugdes
4.2.5.2.1 Solugiao fisiol6gica

A solugao fisioldgica foi preparada pela dissolugao de cloreto de sodio
P A. (Merck) 0,9% (p/v) em agua destilada. Aliquotas de 9 mL e 50 mL foram
distribuidas em tubos de ensaio de vidro de 15 x 2cm e frascos ambar de 50
mL, respectivamente, e submetidas a esterilizagdo em autoclave a 121°C por

15 minutos.

4.25.2.2 Solugdo fisiolégica com 1% (p/v) de
polissorbato 80

Esta solugdo foi preparada segundo procedimento anterior,
adicionando-se o polissorbato 80 (Atlas) a 1% (p/) antes da esterilizagso.
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4.2.5.2.3 Solugdo cloreto de trifeniitetrazélio (CTT) a
1% (piv) %2

Uma tomada de 1 g de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio PA (CTT)
(Sigma) foi dissolvida em 100mL de 4agua destilada estéril e mantida em
frasco ambar.

4.2.5.3 Manutengio dos microrganismos 2! 13
4.2.5.3.1 Bactérias

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 e Pseudomonas cepacia ATCC 17759 foram semeados em estrias
sobre a superficie do agar caseina-soja inclinado, preparado conforme item
4251 e incubadas em estufa a 36+1°C durante 24 horas para as duas
primeiras e durante 48 horas para Pseudomonas cepacia. A bactéria Semratia
marcescens, que foi isolada de um dos xampus contaminados no teste de
uso, foi mantida da mesma forma, apés incubagéo de 24 horas nas mesmas
condigdes.

4.2.5.3.2 Leveduras e bolores

Candida albicans ATCC 10321 e Aspergillus niger ATCC 16404 foram
semeadas em agar Sabouraud-dextrose e o Malassezia furfur ATCC 14521
em meio de agar Sabouraud-dextrose modificado. Os meios de cuitura foram
preparados conforme o item 4.251. Os tubos com cultura de Candida
albicans foram incubados em estufa a 25+2°C durante 5 dias, e aqueles com
os outros dois microrganismos foram incubados nas mesmas condiges

durante 7 dias.
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4.2.5.4 Determinagao da carga microbiana viavel 211>
4.2.5.4.1 Técnica da semeadura em profundidade

Aliguotas de 0,5 e 1,0 mL de diferentes diluicdes decimais seriadas do
material em andlise (suspensdo microbiana ou amostra) foram transferidas
para placas de Petri, previamente esterilizadas por calor seco,
homogeneizadas com aproximadamente 15mL de meio de cultura especifico,
previamente fundido e mantido a temperatura de cerca de 48°C. Este
procedimento foi efetuado em capela de fluxo laminar horizontal marca Veco ®
modelo HLFS 12 série FL 1431 e modelo VLFS 09 série FL 1511, seguindo-se
técnicas assepticas, e, apos solidificago, as placas foram incubadas em
estufa. O meio de cultura utilizado foi 0 agar caseina-soja para as bactérias,
Sabouraud-dextrose para Candida albicans e Aspergilius niger e Sabouraud-
dextrose modificado para Malassezia furfur. As bactérias foram incubadas a
3611°C durante 48 horas e os fungos a 25+2°C durante 5 a 7 dias. A condicédo
asséptica da capela de fluxo laminar foi monitorada pela exposicdo de uma
placa contendo 0 mesmo meio de cultura do teste.

A contagem das coldnia foi efetuada visuaimente com auxilic de yma

lupa em contador de coldnias marca Phoenix ® modelo CP 600.

4.2.54.2 Técnica da filtragdco por membrana de
ésteres de celulose !

Em capela de fluxo laminar horizontal, seguindo-se técnicas
assépticas, aliquotas de 1,0 mL de diferentes dilui¢Ges decimais seriadas da
amostra em analise (suspensido microbiana ou amostra) foram filtradas em
membrana de éster de celulose de porosidade 0,45 pum Millipore ®, auxiliadas
por vacuo, através de bomba marca Primar ® modelo 141, com poténcia
maxima de 76 c¢m de Hg. Utilizaram-se sistemas filtrantes em unidades
individuais Millipore ® previamente esterilizados em autoclave a 121°C por 15

minutos. As membranas foram previamente umedecidas com agua destilada
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estéril, submetidas a vacuo por aproximadamente 30 segundos, e apds a
filtrag&o da amostra, lavadas com 10ml de 4gua destilada estéril. A membrana
foi retirada do sistema, com auxilio de uma pinga estéril, e depositada na
superficie do meio de cultura solidificado em placa de Petri, que foi incubada
em estufa. O meio de cultura e as condigdes de incubagdo foram especificos
ao microrganismo em estudo, definidas no item anterior (4.2.5.1 e 4.2.5.3). A
condigdo asséptica do fluxo laminar foi monitorada pela exposigio de uma
placa contendo 0 mesmo meio de cultura do teste.

Apds incubagdo a membrana foi retirada da superficie do meio de
cultura e depositada sobre papel absorvente embebido em solugéo de CTT
1%. Apoés cerca de 30 minutos foi efetuada a contagem do numero de
coldnias de coloragdo vermelha, com auxilio de uma lupa, em contador de
colonias.

4.2.5.4.3 Calculo da carga microbiana

As placas com 30 a 300 colonias para bacténas ou 50 a 150 para
bolores e leveduras, ¢ as membranas com 50 a 150 coldnias foram
consideradas para o calculo da UFC nas amostras. O valor médio do nimero
de coldnias multiplicado pelo fator de diluigdo fomeceu a carga microbiana
presente na amostra em unidades formadoras de coldnia por mililitro
(UFC/mL).

4.2.5.5 Avaliagdo da atividade antimicrobiana das amostras

pelo teste de desafio 21, 32, 96, 67, 96, b9, 129, 130, 134

4.2.5.5.1 Preparo e padronizacdo das suspensdes

microbianas

A partir das culturas de manutengdo, os microrganismos foram

semeados em meio de cultura inclinado e incubados a temperatura e tempo
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especificos, segundo o item 4.253. A massa celular resultante do
crescimento de bactérias e de Candida albicans foi recolhida em 9 mL de
solugdo fisioldgica estéril e aquelas obtidas do crescimento de Malassezia
furfur e Aspergillus niger foram recolhidas com solugdo fisiologica com 1% de
polissorbato 80. As suspensdes obtidas foram agitadas manualmente e uma
gota foi transferida para outro tubo contendo 9 mL de solugéo fisiolégica
estéril. A suspenséo contendo a gota da suspensdo microbiana foi submetida
a contagem de microrganismos vidveis pela técnica de semeadura em
profundidade, segundo item 4.2.54.1, utilizando-se as diluiches decimais
seriadas 102 a 10® para as bactérias e 102 a 10* para os fungos.
Determinou-se o numero de UFC/ml da suspensdo inicial, segundo o
procedimento descrito no item 4.2.5.4. As suspensbes concentradas foram
mantidas em refrigerador. As suspensdes bacterianas foram utilizadas em ate
24 horas, a de Candida albicans até 5 dias e 0s outros microrganismos até 30
dias.

42552 Teste de desafio das amostras com
microrganismos

Os frascos contendo determinado volume de amostras foram limpos
extemamente com algoddo embebido em etanol 70% (ph), e
homogeneizados mediante agitagdo manual. Em capela de fluxo laminar
horizontal, seguindo-se técnicas assépticas, cada uma das amostras e 0
mesmo volume de solugéo fisioldgica foram inoculadas com a suspenséo
padronizada do microrganismo, que foi preparada segundo o item 42551,
para obter-se a concentragdo celular de 10° a 10° UFC/mi de bactérias e 10° a
10° de fungos, respeitando-se a relagéo entre o volume do inbculo e da
amostra como sendo menor que 1% (vi). Imediatamente apés
homogeneizagdo manual durante 5 segundos, representando o tempo Ter, a
carga microbiana foi quantificada. As amostras inoculadas foram mantidas em
temperatura ambiente e foram submetidas novamente a determinagao do
nimero de microrganismos sobreviventes apbs 2, 4, 8 e 24 horas da
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inoculagdo inicial, @ também decorridos 2, 7, 14, e 21 dias, desde que na
ultima avaliagéo anterior tivesse microrganismos sobreviventes. Esses tempos
foram denominados Tanoras, Tanoras, Tohores, T24noras, |2dias, |7dias, | 1adias © T21dies.
Todas as amostra foram analisadas quando decorridos 28 dias da inoculagio
inicial, representando o tempo Tasdias.

As técnicas de quantificacdo da carga microbiana viavel utilizadas
seguiram os procedimentos descritos no item 4.2.5.4, respectivamente para
bactérias e fungos. A escotha da técnica de semeadura em profundidade ou a
de filtragdo em membrana e as diluigdes decimais seriadas utilizadas
dependeu do tipo de microrganismo inoculado, da amostra em analise e do
tempo decorrido desde a inoculagao inicial.

4.2.5.5.3 Interpretagdo dos resuitados

Calculou-se a média aritmética do ndmero de microrganismos viaveis
em cada tempo de andlise. Os valores obtidos foram transformados em
logaritmo decimal, e 0 menor valor de contagem microbiana obtido foi
indicado como < 1,0. Os resultados obtidos foram dispostos em tabelas (vide
Apéndice) e também em graficos de logaritmo do nimero de microrganismos
viaveis em fungéo do tempo, denominados curvas de morte microbiana.

Pelos resultados obtidos nos intervalos de tempo Tazero, T2horme: | 4horas,
Tenoras, T24noras © T2dies Calcularam-se as equagdes das retas utilizando como
ultimo pontoe o logaritmo do nimero de sobreviventes anterior aquele que
resuftou em < 1,0. As retas com coeficientes de comrela¢do que resultaram em
valores entre -0,900 e - 1,000 tiveram os valores de D calculados (valor de
reducdo decimal). Estes foram obtidos por meio do coeficiente angular das
retas, e foram comparados aos critérios de aceita¢do do método de regressao

linear.
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4.2.6 Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos xampus sem
conservante

4.2.6.1 Teste do desafio com bactérias

Aliquotas de 50mL das preparagbes de xampu 1 a 6 e também o
mesmo volume de solugéo fisioldgica, foram inoculadas com suspensbes
padronizadas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa €
Pseudomonas cepacia, separadamente, seguindo os procedimentos descritos
noitem 4.2.55.1 € 42.5.5.3.

As solugbes de controle do crescimento microbiano tiveram sua carga
microbiana viavel quantificada de maneira similar para as 3 bacténas
desafiadas, através da técnica de semeadura em profundidade. Utilizaram-se
0,5 e 1,0 mL das diluigdes 102, 10* e 10°, para todos os intervalos de tempo,
para Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas cepacia. Para o
Staphylococcus aureus utilizaram-se as diluigbes 102, 10 e 10° até o tempo
Todes, € 107, 102102 a partir desse tempo até o final do teste.

4.2.6.1.1 Staphylococcus aureus

A quantificagdo da carga microbiana viavel das preparagbes 1 a 6 foi
executada utilizando os mesmos procedimentos. Para o tempo Tzeo € T2nhoras,
aliquotas de 0,5 e 1,0 mL das diluigbes 10° o 10 foram quantificadas pela
técnica de semeadura em profundidade. No tempo Taes procedeu-se a
quantificagdo pela técnica de fittragdo por membrana utilizando-se 1 mL das
diluiges 10" e 1072 o pela técnica de semeadura em profundidade, com 0,5 e
1,0mL da diluigio 10 Nos tempos Tanoas, Toanoras, T2uas at6 O t6MPO Tondies,
procedeu-se somente pela técnica da filtragdo por membrana utilizando-se
1mL das diluigdes 107 e 10 nos dois primeiros tempos e 1mL do préprio

Xampu no tempo Tadias até 0 tempo toadiss.
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4.2.6.1.2 Pseudomonas aeruginosa

A carga microbiana viavel foi quantificada pela técnica de filtragdo por
membrana utilizando as mesmas diluicbes para todas as preparagbes de
xampu, diferindo somente em relagdo ao tempo Tz, quando filtrou-se 1 mL
das diluigdes 10 e 107 para preparagGes 2, 4 e 6 e 1mL das diluicdes 1023 e
10 para as preparagoes 1, 3 @ 5. No tempo Tanorss Utilizou-se 1 mL das
diluicdes 10" e 10? e a partir do tempo Tanres 2t& 0 teMPO Taums, 1 ML do
préprio xampu.

4.2.6.1.3 Pseudomonas cepacia

Procedeu-se da mesma maneira para a quantificagdo da carga
microbiana viavel de todas as preparagdes de xampu. No tempo Tyen, 0,5 €
1,0 mL das diluigdes 102, 10™* e 10® foram submetidas a semeadura em
profundidade. Nos tempos Tangras, T4hcras © Tehoras, S€mMearam-se 0,5 e 1,0 mL
das diluigées 102 e 10 pela mesma técnica anterior. Nos tempos Taanores €
T.dies Utilizou-se a filtragdo em membrana para 1,0 mL da diluigdo 10" e a
inoculacio -em -profundidade-para 0,5 e 1,0-mL da diluigdo102. A -partir do
tempo T7qas até o tempo Toaqias, Utilizou-se apenas a filtragdo por membrana

de 1 mL do proprio xampu.
4.2.6.2 Teste do desafio com leveduras e bolores

As preparagbes 1 a 6, além da solugdo fisiologica esteril, foram
inoculadas com gotas de suspensdo padronizada de levedura Candida
albicans, Aspergillus niger e Malassezia furfur, seguindo os procedimentos
descritos no item 4.2.5.5.1 € 4.2.5.5.3.

A quantificagdo da carga microbiana viavel foi realizada seguindo-se os
mesmos procedimentos descritos para as bacténas. A técnica de semeadura
e as diluigBes utilizadas para cada microrganismo constam na tabela X.
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TABELA IX Técnicas e diluicdo utilizadas para a quantificagdo de
fungos nas preparagdes 1 a 6, nos diferentes intervalos de

tempo

Semeadura em Filtrago-em

Profundidade membrana
Amostra Microrganismo  Tempo (0,5-1,0 mL) (1,0 mL)

SF C. albicans  Taero @ Tosdas 10~ € 107
SF M. furfur  Teo@ Tosges 107 e 107
SF A niger  Twro@ Tosses 107107
Prep1,3e5 (. albicans Taero 10°e 10*
Prep1,3e5 C. abicans Tawsm € Tanem  10%€10°
Prep1,3e¢5 C. albicans  Tenoras @ T2dies 10"'a10°
Prep2,4e6 C. albicans Trero 104 10" a10°
Prep2,4e6 (. albicans Tohoras 10" a 10>
Prep2,4e8 C. albicans Tanoras @ Tadies 10" e 107
Prepta8 C. albicans  Tidias @ T 25dias sem diluigdo
Prep1,3e5 M. furfur  Tee© Taoms 10°€ 107
Prep1,3e5 M. furfur T anorss 102e 10°
Prep1,3e5 M. furfur  Tanoras @ T2dias 102 1071
Prep2,4e6 M. furfur Trero 102e 10°
Prep2,4e¢8 M. furfur  Totoms @ T2dias 10" e 102
Prep1a6 M. furfur  Tides @ T 28dias sem diluicao
Prep1a8 A. niger Tzero 10%e 10™
Prep1at6 A. niger Tohoras € T4horsa 10°e 10™
Prep1a6 A. niger  Tanoras @ T2dies 102e10°
Prep1a6 A. niger Tgias @ T 28dias sem diluigao

—_— e —————————————

SF - solugdo fisiolégica, Prep - Preparages
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4.2.6.3 Interpretagio dos resultados

A interpretagdo dos resultados foi realizada da maneira descrita no item
42554,

4.2.7 Avaliagao da atividade intrinseca das solugdes aquosas de
conservantes pelo teste de desafio 2" ¥

4.2.7.1. Teste de desafio

Os microrganismos empregados para o teste de desafic da solugbes
aquosas dos conservantes foram Pseudomonas cepacia e Semafia
marcescens.

As solugdes Sc1, Sc2, Sc3, Scd, Scb, Sc6, Sc7 além da solugao
fisioloégica foram inoculadas com as suspensdes bacterianas, seguindo-se a
técnica descrita no item 4.2.5.5.

A carga microbiana viavel da sclugao fisiologica foi quantificada de
maneira similar para as 2 bactérias desafiadas, através da técnica da
semeadura em profundidade. Utilizou-se 0,5 e 1,0 mL das diluigdes 10° a 10°
para todos os intervalos de tempo.

O método de quantificagdo da carga microbiana de Pseudomonas
cepacia foi diferente do utilizado para Serratia marcescens, dependendo do
tempo de analise.

As técnicas e as diluigbes utilizadas para a quantificagdo de bactérias
nas solugdes de conservante, nos diferentes intervalos de tempo, estaoc na
tabela XI.
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TABELA XI Técnicas e diluigdo utilizadas para a quantificagdo de
bactérias vidveis nas solugBes de conservantes (Sci1 a
Sc7) nos diferentes intervalos de tempo

Semeaduraem  Filtragdo
Microrganismo Tempo Profundidade = em membrana
(05-1,0mL) (1,0 mL)
P. cepacia Teero 10°a 10° —
P. cepacia Tznoras € Tanoras 102 a 10° 10"
P. cepacia Totoras @ Todias 10" a 10° sem diluicio
P. cepacia T7dias @ Tosdkas * sem dilui¢ido
S. marcescens Tzero 10°a 10° —
S. marcescens  Tanoras © Tanoras 102 a10° 10"
S. marcescens Tohoras 10'a10°® sem diluigo
sem diluicao

S. marcescens  Tosnoras @ Tondias

* Baseadas nos resultados do tempo anterior, utilizaram-se diluigdes em que
ocorreram crescimento microbiano, — = ndo testada

4.2.7.2 Interpretagdo dos resuitados

A interpretacio dos resultados procedeu da maneira descrita no item
42554,

4.28 Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos xampus
adicionados de conservante ou acido salicilico pelo teste de

desafio

4.2.8.1 Teste de desafio

Os xampus com os canservantes c1, ¢5, ¢6, ¢7 e ¢6 associado ao ¢9,
referentes as preparagdes 7 a 18, e aqueles com © acido salicilico (c8),



referente as preparagdes 25 a 32, foram testados contra Pseudomonas
cepacia e Serratia marcescens.

Os xampus e a solugo fisioldgica foram inoculadas separadamente
com a suspensédo de Pseudomonas cepacia e Serratia marcescens seguindo-
se a técnica descrita no item 4.2.5.5.3.

As solugdes fisioldgicas de controle do crescimento microbiano tiveram
sua carga microbiana viavel quantificada de maneira similar para as 2
bactérias desafiadas, empregando-se a técnica da semeadura em
profundidade. Utilizaram-se 0;5 e 1,0 mL-das diluigdes 10, 10 e 10 durante
para todos os intervalos de tempo.

As tecnicas e as diluigdes empregadas para a quantificagiio do nimero
de bactérias viaveis nas preparagdes de xampu nos diferentes intervalos de
tempo sdo as mesmas descritas anteriormente na tabela XI.

4.2.8.2 Interpretacdo dos resultados

A interpretacdo dos resultados procedeu da maneira descrita no item
42554

4.2.9 Teste do uso '
4.2.9.1 Amostras utilizadas

Este teste foi efetuado em duas etapas, sendo que na primeira
utilizaram-se as preparagbes 2, 4 e 6, referentes aos xampus com
cetoconazol 2% (p/v) sem sistema conservantes, e na segunda as
preparagbes 20, 22 e 24, referentes aos xampus obtidos a partir da
preparacio 4 adicionadas de sistema conservante ou acido salicilico.

Na primeira etapa foram utilizadas cinco amostras de 100 mL de cada
uma das preparagbes acondicionadas em frascos plasticos leitosos de 120
mL, com batoque furado e tampa de rosca, totalizando 15 frascos, e na

segunda etapa, 6 amostras de cada preparagéo, totalizando de 18 frascos.
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4.2.9.2 Selecado e procedimento dos usuarios

Os xampus foram distribuidos para individuos que diziam apresentar
caspa, num total de 15 voluntarios, 5 para cada preparagdo, no caso dos
xampus sem sistema conservantes e, além desses, mais 3 voluntérios, para
0s xampus adicionado de sistema conservante. Orientou-se 0s voluntérios
para aplicar o xampu, massageando o couro cabeludo durante 2 minutos,
enxaguar abundantemente, e repetir esse procedimento 3 vezes por semana.
Recomendou-se 0 armazenamento dos frascos em lugares normaimente
utilizados para este fim em suas residéncias. Os voluntarios utilizaram o
produto até que restasse cerca de 10 mL no frasco, quando foram devolvidos
e submetidos a avaliagdes microbiologicas.

4.2.9.3 Avaliagdes microbiolégicas

Todos 0s frascos devolvidos foram limpos externamente com etanol
70% (viv) antes das analises. Foram submetidos a contagem de bactérias
viaveis, leveduras e bolores e também, 0s microrganismos contaminantes
isolados 3 identificagao.

4.2.9.3.1 Contagem de bactérias viaveis

Utilizou-se 0 método da filtragdo por membrana com deposigdo em
superficie de agar solidificado, seguindo-se os procedimentos do item
42542 para contagem de bactérias, fitrando-se 1,0 mL do xampu sem
-diluicdo e 0 mesmo-volume-da diluicdo 10", As amostras que apresentaram
contagem de sobreviventes maior que 150 UFC por membrana filtrante foram
reanalisadas pelo método de semeadura em profundidade, seguindo-se a
técnica do item 4.2.5.4.1, para bactérias, utilizando-se 0,5 e 1,0 mL das

diluigdes 107" a 10®.
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4.2.9.3.2 Contagem de leveduras e bolores viaveis

Repetiu-se 0s procedimentos descritos no item anterior para bactérias,
diferindo apenas no tocante aos meios de cultura e condigdes de incubagéo,

que seguiram as instrugdes descritas no item 4.2.5.3.2 para andlise de
leveduras e bolores.

4.29.3.3 Identificagdo dos microrganismos
contaminantes

As amostras com microrganismos contaminantes foram submetidas as
técnicas de isolamento, segundo métodos farmacopéicos. A identificagdo foi

efetuada pelo sistema automatizado Vitek ®.
4.2.9.4 Interpretacdo dos resultados
A carga microbiana contaminante apresentada por amostras de

xampus foram comparada aos valores limites permitidos pelas especificagbes
da Farmacopéia Britanica de 1993 %' e do CTFA®.
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5
RESULTADOS

5.1 XAMPUS SEM CONSERVANTE
5.1.1 Analise fisico-quimica dos xampus
5111 pH

Os valores de pH das preparagbes de 1 a 6 de xampus foram:

Preparagao 1 2 3 4 5 6

pH 680 670 650 660 640 6,50
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5.1.1.2 Doseamento

As concentragfes de cetaconazol nas preparagbes 2, 4 e 6, nos
diferentes tempos, encontram-se na tabela Xil.

TABELA XII Concentragdo de cetoconazol das preparagies 2, 4 e 6 de
xampu, nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias apds o preparo,
armazenados a temperatura ambiente

Tempo T —‘Concentra_t;éo {g/100 mL)
{dias) 2 4 6

0  1,81(x0,007) 1,94(£0,007) 1,94 (%0,021)

7 1,85(x0;007) 1,95 (+0,014) 1,80

14 1,83(£0007) 1,93(£0,021) 1,99 (+0,035)
21 1,81 (+0,035) 1,93 2,00 (x 0,007)
28 1,92 (+0,007) 1,96 1,90 (+ 0,055)

Anova com p = 0,983

BIBLIOTECA ‘
Feculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de 530 Paulo
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5.1.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana
5.1.2.1 Teste de desafio pelo método da regressio linear

As figuras seguintes representam os graficos das curvas de morte dos
microrganismos desafiados, em relagdo ao tempo. As cargas microbianas
presentes estdo indicadas em UFC/mL de amostra, e os intervalos de tempo
em horas, desde Ten até Tanoms OU Tagms. EM todas as figuras, as siglas Prep
2, Prep 4 e Prep 6 representam os xampus com cetoconazol; as siglas Prep 1,
Prep 3 e Prep 5, os xampus sem o principio ativo.

Foram apresentados os graficos comparativos das preparagbes dos
xampus com e sem cetoconazol, para cada microrganismo. Em seguida, os
graficos comparativos apenas das preparagdes de xampus com cetoconazol.

Para cada desafio de microrganismo em cada preparagdo sdo
apresentados dois graficos: primeiro o da curva de morte e, ao lado, o da reta
de redugdo, obtida por regressdo linear. Neste Uditimo gréafico, estdo
apresentados os valores dos coeficientes de correlagdo (R), e quando estes
forem entre - 0,900 e - 1,000, os valores de D, em unidade de horas.

Inicialimente, seguem os graficos obtidos do desafio dos xampus sem
conservantes (preparagdes 1 a 6) com Staphylococcus aureus pelo método
rapido da regresséo linear, sendo que cada figura apresenta duas curvas de
morte ou duas retas, dependendo do tipo de grafico, equivalente a preparagio
sem principio ativo (preparages 1, 3 ou 5) e a sua comespondente
preparagio com cetoconazol (preparagdes 2, 4 ou 6).
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Para comparag&o, os resultados obtidos nos xampus com cetoconazol
e sem conservantes (preparagdes 2, 4 e 6) desafiados com Staphylococcys.
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Candida afbicans,
Aspergillus niger e Malassezia furfur, estao dispostos nos graficos abaixo.

T -
-Prep 2
{ . {
o Prep 4
E- Prep 6 3
g, — )
= 5
& ¥
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 41 48
| Tempo-(horas) Tempo (horas)
FIGURA 50 Curva de morte de S. aureus FIGURA 51 Reta de redugido de S. aureus
nos xampus com cetoconazol nos xampus com cetoconazol
e sem conservantes e sem canservantes
(preparagbes 2, 4 e 6) (preparagbes 2, 4 e 6)
"' Prep 2
! Prep 4 '
-"E 5 Prep 6 o
2 B
¥ &
2 51
1 - -—
0 6 12 18 24 30 36 4 4 0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempa (horas) " Temipo (horas)
FIGURAS52 Curva de morte de P. FIGURAS3 Reta de redugio de P.

aeruginosa Nos xampus com
cetoconazol e sem
conservantes (preparagbes 2,
4e6)

aeruginosa Nos xampus com
cetoconazol e sem
conservantes (preparagdes 2,
4 e B)
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FIGURA 60 Curva de more de M. fufir FIGURA 61 Reta de reducéo de M. furfur
nos xampus com cetoconazol nos xampus com cetoconazol
e sem conservantes e sem conservanes
(preparacdes 2, 4 e 6) {preparacgbes 2, 4 ¢ B)

5.1.2.2 Teste de desafio pelo método oficial

As figuras seguintes representam os graficos das curvas de morte dos
microrganismos desafiados, em relagdo ao tempo. As cargas microbianas
presentes estdo indicadas em UFC/mL de amostra, e os intervalos de tempo
em horas, desde Tzew até Taagis.

Foram apresentados os graficos comparativos das preparagbes dos
xampus com e sem cetoconazol, para cada microrganismo. Em seguida, os
gréficos comparativos apenas das preparagdes de xampu com cetoconazol.

Inicialmente, seguem os graficos obtidos do desafio dos xampus sem
conservantes (preparagbes 1 a 8) com Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Candida albicans, Aspergillus niger e
Malassezia furfur.
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FIGURA 62 Curva de morte de S. aureus FIGURAS3 Curva de morle de P
nos xampus sem conservante aeruginosa nos Xampus Sem
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FIGURA 84 Curva de morte de P. cepacia FIGURA65 Curva de morle de C.
nos xampus sem conservante afbicans nos xampus sem
(preparagies 1,2, 3,4,5e6) conservame (preparaces 1,
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FIGURA 66 Curva de morte de A. niger FIGURA 67 Curva de morte de M. furfur

nos xamgpus sem conservante
(preparagdes 1, 2,3, 4,5 6)

nos xampus sem conservante
(preparagdes 1,2, 3, 4,5 e 6)
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Os dados obtidos nos xampus com cetoconazol e sem conservantes
(preparagdes 2, 4 e 6) desafiados com Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Candida albicans, Aspergillus niger e
Malassezia furfur pelo método oficial da BP33 #' e do CTFA ® estao ilustrados
abaixo, para comparagao.

7= )fcp 2 T [ - Prr.p 2

¢ Prep 4 ( Prep 4
-EJ' S Prep 6 é . Prep &
& - 3 hlliLid
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§3 . LE
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FIGURA 68 Curva de morte de S. aweus FIGURA 69 Curva de morte de P
nos Xampus sem conservante aeruginosa nos xampus sem
(preparagdes 2, 4 e 6) conservante (preparacies 2,

4e6)
rep 2 7 I Prep 2
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ES 'tep § K Prep6
04 z .
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[
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FIGURA 70 Curva de morte de P. cepacia FIGURA 71 Cun:va de morte de C.
nos xampus sem conservante albicans nos Xampus sem
(preparagoes 2, 4 € 8) conservante (preparagdes 2,

4eB)
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FIGURA 72 Curva de morte de A. niger FIGURA 73 Curva de morte de M. furfur
nos xampus sem conservante nos Xampus sem conservante
(preparagdes 2, 4 e 6) {preparagdes 2, 4 e 6)

5.1.2.3 Teste do uso
5.1.2.3.1 Quantificagdo da carga contaminante

A preparagdo 2 de xampu apresentcu uma carga contaminante de

microrganismas viaveis de 1,08 x 10° UFC/mL.

5.1.2.3.2 Identificagdo do microrganismo

contaminante

O microrganismo foi identificado como Serrafia marcescens.
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS SOLUGOES
AQUOSAS DE CONSERVANTES

5.2.1 Teste de desafio pelo método da regressao linear

As figuras seguintes representam os graficos das curvas de morte dos
microrganismos em relagdo ao tempo, desafiados peio método da regressao
linear ®. As cargas microbianas presentes estdo indicadas em UFC/mL de
amostra, e o0s intervalos de tempo em horas, desde Taeo até Tashoas OU Todias.
Em todas as figuras Sc1 = 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol 0,050%, Sc2 = 5-
Bromo-5-nitro-1,3-dioxano 0,050%, Sc3 = imidazolidinil uréia 0,300%, Sc4 =
diazoiidinil uréia 0,250%, Sc5 = hidroximetilglicinato de Sédio 0,250%, Scb =
metilparabeno 0,200%, Sc7 = Fenoxietano! associado a 1,2dibromo-2,4-
dicianobutano 0,050%.

Os desafios das solugdes aquosas dos conservantes com os
microrganismos Pseudomonas cepacia e Serratia marcescens foram
apresentados na forma de pares de graficos, representando a curva de morte
e a reta de redugdo, obtida por regressidc linear. Neste dltimo tipo,
apresentando-se valores dos coeficientes de comrelagdo (R), e quandc estes
forem entre - 0,900 e - 1,000, os valores de D, em unidade de horas.

Seguem abaixo os gréaficos obtidos do desafio das solugGes aquosas
de conservantes (Sc1 a Sc7) com Pseudomonas cepacia pelo método rapido

da regressao linear %
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5.2.2 Teste de desafio pelo método oficial

As figuras seguintes representam os graficos das curvas de morte dos
microrganismos desafiados, em relagdo ao tempo. As cargas microbianas
presentes estdo indicadas em UFC/mL de amostra, e os intervalos de tempo
em horas, desde Tz até Taaes. Em todas as figuras Sc1 = 2-Bromo-2-
nitropropano-1,3-diol  0,050%, Sc2 = 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano 0,050%,
Sc3 = imidazolidinil uréia 0,300%, Sc4 = diazolidinil uréia 0,250%, Sc5 =
hidroximetilglicinato de Sddio 0,250%, Sc6 = metilparabeno 0,200%, Sc7 =

Fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2 4-dicianobutanc 0,050%.

Seguem abaixo os graficos do desafic das solugdes aquosas de
conservantes (Sc1 a Sc7) com Pseudomonas cepacia e Serratia marcescens
pelo método oficial da BP93 %' e do CTFA®,

- %1, 5283, 7 . ISl 52 54, S,

6 Scd, S5, 56 € S5 57
£S5 87 2
&) 5 f\
= 4 g4
¥ )
| 3 3 3

2 2

\
1 —_— — . i —_ -
0 7 14 21 0 7 14 21 28
Temipo (dias) Tempo (das)
FIGURA 90 Curva de morte de P. cepacia FIGURA 91 Curva de morte de S

nas solugdes de 2-Bromo-2-
nitropropano-1,3-diol a 0,05%

marcescens nas solugbes de
2-Bromo-2-nitropropano-1,3-

(Sc1),  5-Bromo-5-nitro-1,3- diof a 0,05% (Sct), 5-Bromo-
dioxano a 0,05% (Sc2), 5-nitro-1,3-dioxano a 0_._05%
imidazolidinit uréia a 0,30% {5¢c2), imidazo_lidini_] uréia a
(Sc3), diazokdinil uréia a 0,30% (5c3), diazolidinil uréia
0,25% (Sc4), a 0,25% (Sc4),

hidroximetiiglicinato de Sédio
a 0,25% (Sc$5), metilparabeno
a 0,20% (Sc8) e fenaxietanol
+ {,2-dibromo-2,4-
dicianobutano a 0,05% (Sc7)

hidroximetilglicinato de Sddio
a 0,25% (Sc$§), metilparabeno
a 0,20% (Scb) e fenoxietanol
+ 1.2-dibromo-2,4-
dicianobutano a 0,05% (5c7)
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5.3 XAMPUS ADICIONADOS DE CONSERVANTES OU AcCIDO
SALICILICO

5.3.1 Analise fisico-quimica dos xampus

As concentragbes de cetoconazol nas preparagbes 20, 22 e 24, nos
diferentes tempos, encontram-se na tabela XIII.

TABELA XllI Concentragdo de cetoconazol das preparagdes 20, 22 e 24
de xampu, nos tempos 0, 30, 60, e 180 dias apds o
preparo, armazenados a temperatura ambiente

“Tempo Concentracao (g/100 mL)
(dias) 20 22 24

0  1,850(x0,012) 2,000 (+0,007) 1,888 (+0,031)
30 1,988 (£0,037) 2,090 (+0,034) 1,878 (+0,003)
60 2,097 (+0,066) 2,178 (+0,019) 1,989 (+0,084)
180 2,102 (+0,031) 2,042 (+0,055) 1,885 (+0,057)

— — —
— —

— — —

— —

Anova com p = 0,236



120

5.3.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana
5.3.2.1 Teste de desafio pelo método da regressao linear

As figuras seguintes representam os graficos das curvas de morte dos
microrganismos desafiados, em relagio ao tempo. As cargas microbianas
presentes estdo indicadas em UFC/mL de amostra, e 0s intervalos de tempo
em horas, desde Ty até Tanees OU Toses. EM todas as figuras, as
preparagbes analisadas correspondem ao xampu da preparacéo 2 adicionada
de varias concentragdes de conservantes ou acido salicilico, recebendo a
seguinte identificagdo: Prep 7 = 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol  0,050%,
Prep 8 = 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol 0,025%, Prep 9 =
hidroximetilglicinato de Sédio 0,250%, Prep 10 = hidroximetilglicinato de Sédio
0,125%, Prep 11 = hidroximetilglicinato de Sédio 0,500%, Prep 12
metilparabeno 0,200%, Prep 13 metilparabeno 0,300%, Prep 14 =
metilparabeno 0,400%, Prep 15 metilparabeno 0,180% associado a
propilparabeno 0,020%, Prep 16 = metilparabeno 0,16% associado a

propilparabeno 0,04%, Prep 17 = fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-
dicianobutano 0,050%, Prep 18 = fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-
dicianobutano 0,025%, Prep 25 = acido salicilico 0,25%, Prep 26 = acido
salicilico 0,50%, Prep 27 = acido salicilico 0,75%, Prep 28 = acido salicilico
1,00%, Prep 29 = &cido salicilico 1,25%, Prep 30 = &cido salicilico 1,50%,
Prep 31 = &cido salicilico 1,75%, Prep 32 = acido salicilico 2,00%.

Foram apresentados os graficos comparativos das preparagdes de
xampus adicionados dos conservantes c1, ¢5, ¢6, c6+c9, c7 e acido salicilico
em varias concentragies para cada microrganismo.

Para cada desafio de microrganismo em cada preparacdo S$&0
apresentados dois graficos: primeiro o da curva de morte e, ao lado, o da reta
de redugsio, obtida por regressdo linear. Neste Ultimo grafico, estao
apresentados os valores dos coeficientes de correlagdo (R), e quando estes

maiores que -0,90, os valores de D, em unidade de horas.
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FIGURA 124 Curva de morle de S.
marcescens nos xampus com
acido salicilico a 1,25% (Prep
29) e 1,50% (Prep 30)

FIGURA 125 Reta de

redugdo de S.
marcescens nos Xampus com
acido salicilico a 1,25% (Prep
29) e 1,50% (Prep 30)
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FIGURA 126 Curva de morte de S. FIGURA 127 Reta de redugdo de S

Marcescens nos Xampus com
acido salicilico a 1,75% (Prep
31) e 2,00% (Prep 32}

marcescens Nos xampus com
acido salicilico a 1,75% (Prep
31) e 2,00% (Prep 32)
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5.3.2.2 Teste de desafio pelo método oficial

As figuras seguintes representam os graficos das curvas de morte dos
microrganismos desafiados, em relagdo ao tempo. As cargas microbianas
presentes estdo indicadas em UFC/mL de amostra, e os intervalos de tempo
em horas, desde Tz até Tamges. Em todas as figuras, as preparagies
analisadas correspondem a preparagdo 2 adicionada de vérias concentragses
de conservantes ou acido salicifico, recebendo a seguinte identificagio: Prep
7 = 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol  0,050%, Prep 8 = 2-Bromo-2-
nitropropano-1,3-diol 0,025%, Prep 9 = hidroximetilglicinato de Sadio 0,250%,
Prep 10 = hidroximetilglicinato de $Sodio 0,125%, Prep 11 =
hidroximetilglicinato de Sédio 0,500%, Prep 12 = metilparabeno 0,200%, Prep
13 = metilparabeno 0,300%, Prep 14 = metilparabeno 0,400%, Prep 15 =
metilparabeno 0,180% associado a propilparabeno 0,020%, Prep 16 =

metilparabeno 0,16% associado a propilparabeno 0,04%, Prep 17

fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano 0,050%, Prep 18

fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano 0,025%, Prep 25
acido salicilico 0,25%, Prep 26 = acido salicilico 0,50%, Prep 27 = &cido
salicilico 0,75%, Prep 28 = acido salicilico 1,00%, Prep 29 = &cido salicilico
1,25%, Prep 30 = &cido salicilico 1,50%, Prep 31 = acido salicilico 1,75%,
Prep 32 = acido salicilico 2,00%.

Foram apresentados os graficos comparativos das preparagbes de
xampus adicionados dos conservantes c1, ¢5, c6, c6+c8, c7 e acido salicilico
em varias concentragbes para cada microrganismo.

O gréfico abaixo representa o comportamento, no teste de
desafio, de todos os xampus adicionados de conservantes (preparagdes 7 a
10, 12, 15 a 18 e 25 a 32) frente a Pseudomonas cepacia, pelo método oficial
daBP93? edo CTFA ™2
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FIGURA 128 Curva de morte de P. cepacia
nos xampus com 2-Bromo-2-
nitropropanc-1,3-diol a 0,05%
(Prep 7) e a 0,025% (Prep 8),
hidroximetilglicinato de Sadio
a 0,25% (Prep 9) e a2 0,125%
{Prep 10), metilparabeno a
0,20% {Prep 12),
metilparabeno a 0,18% e
0,168% + propilparabeno
0,02% e 0,04% (Prep 15 e
16), fenoxietanol + 1,2-
dibromo-2,4-dicianobutano a
0,05% (Prep 17) e a 0,025%
(Prep 18), acido salicilico a
0,25% (Prep 25), a 050%
{Prep 26), a 0,75% (Prep 27),
A 1,00% (Prep 28), a 1,25%
(Prep 29}, a 1,50% (Prep 30),
a1,75% (Prep 31) e a 2,00%
(Prep 32)

Seguem abaixo os gréficos obtidos do desafio dos xampus adicionados
de conservantes (preparagbes 7 a 18 e 25 a 32) com Serratia marcescens
pelo método oficial da BP93 2 e do CTFA %,
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5.3.2.3 Teste do uso

As preparagbes 20, 22 e 24 de xampu ndo sofreram contaminagio de
microrganismos no teste.
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6
DISCUSSAQ

6.1 FORMULAGAO DO XAMPUS

O cetoconazol é utilizado para o tratamento da caspa, geralmente,
incorporado ao xampu. Na concentragio de até 1% € considerado
cosmético e a 2% como medicamento . Existem nc mercado, xampus
contendo esse principio ativo a 2% produzido por industrias farmacéuticas,
entretanto, a solicitaglo de produto manipulado € muito frequente.

A férmula base do xampu proposto para o estudo foi a convencional,
contendo dois tensoativos detergentes e um sobrengordurante. A fungao do
dois primeiros tensoativos é remover a gordura, sebo oxidado e sujeira do
couro cabeludo, como restos celulares e as proprias escamas soltas da
caspa > '® sem contudo tornar o cabelo ressecado. A associagio do lauril
éter suifato de sddio (LESS) e lauril sulfato de trietanotamina (LSTEA), que
apresentam respectivamente alto e baixo poder de detergéncia visou a
obtengdo de xampu quimicamente menos agressivo.' A funcdo do
sobrengordurante é fornecer uma nova camada de gordura para envolver o
fio de cabelo, evitando assim ¢ seu ressecamento. '

O cetoconazol & pouco solivel em &gua, razdo pela qual foi
dissolvido em solugio aquosa de acido citrico 10% & temperatura de 50 °C,
com agitagdo constante, antes de ser adicionado a mistura de tensoativos.

- . 25
O acido citrico auxilia a dissolugio pois o cetoconazol & uma base fraca .
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8.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS XAMPUS SEM
CONSERVANTE '

6.2.1 Teste do desafio

Algumas matérias-primas de uso farmacautico ou cosmético podem
conter conservantes.

Ao lado de conservantes presentes nas matérias-primas, principios
ativos antimicrobianos, além de outros componentes como por exemplo o
alcool, glicerina e propilenoglicol, também favorecem a protegdo do produto
contra a contaminagdo microbiana. A somatdria da atividade destas
substancias constitui o sistema  conservante do  produto.
Consequentemente, na formulagéo de qualquer produto antes da inclusdo
de conservante deve-se avaliar a sua real necessidade. Para isto, a
avaliacdo da atividade antimicrobiana prévia do produto é recomendavel
antes do estudo que definird qual o conservante e a concentracio mais
adequada.

No caso de xampus, os tensoativos sdo as matérias-primas que
geralmente contém conservantes. Entretanto, ndoc s&0 declaradas a
identidade e nem a concentragio destas substancias. Segundo informagao
de um fornecedor, geralmente, o formaldeido na concentragdo de 0,2% e
utilizado para essa finalidade. Esta informagdo pode ser confirmada pelo
trabalho de ROSEN e McFARLAND ' que detectou formaldeido em
concentragdes acima de 0,0005% em xampus, que segundo 0s autores
pode ser proveniente de matérias-primas ou s&o compostos resuitantes da
hidrélise de conservantes. WALLHAUSSER ™

conservante nas concentragdes de 0,1 a 0,2%.
Supondo-se que a informagdo do fornecedor seja verdadeira, a

citou 0 uso desse

proporg&o de formaldeido nos xampus preparados neste trabalho é de cerca
de 0,056%, considerando a proporgdo de tensoativos e sobrengordurantes

na formula como de 28%. Esta concentragdo equivale a 4 vezes a
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concentracdo minima inibitéria (MIC) determinada contra Pseudomonas
cepacia %,

Tendo em vista que a agdo desses conservantes presentes nas
matérias-primas contribui para a atividade antimicrobiana do produto
formutado, inicialmente, foram preparadas amostras de xampu base sem o
principio ativo, utilizando os mesmos tensoativos, porém de diferentes
fornecedores. Empregaram-se aqueles disponiveis no mercado.

A atividade antimicrobiana destas amostras foi avatiada pelo teste de
desafio frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas cepacia, Candida albicans, Aspergillus niger e Malassezia
furfur. Estes, com excegdo de Pseudomonas cepacia e Malassezia furfur,
sS40 os microrganismos recomendados pelos coédigos oficiais para a
execugdo do teste, em produtos de uso tdpico. As duas bactérias,
representando Gram positivas e negativas, uma levedura e um bolor. No
caso de xampus, a inclusdo de Pseudomonas aeruginosa no estudo é
fundamental, uma vez que o produto pode entrar em contato com os olhos,
e sabe-se que este microrganismo esta associado a infecgbes graves nos
olhos ™® %' além da capacidade de sobrevivéncia em meios agressivos e
pobres em nutrientes “ *'. O Pseudomonas cepacia foi incluido no estudo
pela aita resisténcia desta bactéria a substancias conservantes, e também
pelo fato de ter sido isolado freqientemente em produtos farmacéuticos e
cosméticos ¥ 2. Justifica-se a inclusdo de Malassezia furfur por ser o
agente associado a caspa, e como o produto em estudo é um anticaspa,
supde-se que o usudrio do produto & portador do microrganismo, podendo,
portanto, contaminar o produto com este durante O uso. Além disso, os
dados deste estudo forneceria informagdes sobre a agio da base do xampu
sobre o proprio microrganismo associado a caspa, agindo assim em
sinergismo com o principio ativo.

Pelos dados obtidos do teste de desafio das 3 amostras sem
cetoconazol, preparagdes 1, 3 e 5, analisados pelo valor de D, verifica-se

que a acdo contra bactérias sio semelhantes para as 3 preparagdes
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(Figuras 21, 23, 25, 27, 29 e 31), com excegdo da 5, frente a
Staphylococcus aureus que resultou em valor de 1,60, enquanto as outras
duas de 3,09 e 2,35 horas (Figuras 15, 17, 19). A mesma preparagdo
também diferiu quanto a agfo fungiststica que foi maior que as outras
preparagdes. Os valores de D para Candida albicans e Malassezia furfur
foram respectivamente para as trés preparagdes: 14,25 e 12,59 (preparagfo
1, nas Figuras 33 e 45); 13,55 e 19,31 (preparagdo 3, nas Figuras 35 e 47);
4,84 e 7,19 (preparagdo 5, nas Figuras 37 e 49). O comportamento do
Aspergillus niger ndo pode ser comparado nas 3 preparagdes pelo valor de
D, pois esses ndo foram calculados nas preparagdes 1 e 3 (coeficiente de
correlagédo da reta menor que [0,9]. Entretanto, a comparagio das curvas de
morte (Figura 38, 40 e 42) mostra que sdo semelhantes nas preparagdes 1
e 3, com redugdo do numero de vidveis para menor que 10UFC/mi em 48
horas, enquanto que na preparagdo 5 a redugdo foi mais rapida, obtendo-se
o0 mesmo dado em 24 horas. Estes dados mostram que os tensoativos dos
dois primeiros fornecedores (A e B) apresentam atividade antimicrobiana
semelhante. Pode-se deduzir que essas matérias-primas contém o mesmo
tipo de conservante e em concentragdes proximas ou que a atividade
antimicrobiana observada é decorrente da propria agressividade da
preparagdo, podendo nio se ter a presenca de conservantes nessas
matérias primas.

Os dados obtidos da preparacdo 5, formulada com tensoativos do
terceiro fornecedor, mostram que ha a incluséo de substancias antifungicas
nessas matérias-primas.

Estas dados foram confimados pelos testes efetuados com as
mesmas preparacdes adicionadas de cetoconazol (preparagbes 2, 4 © 6).

A andlise das curvas de morte de Candida albicans e Aspergillus
niger nas preparagdes 2 e 4 mostra que a reducao da carga inoculada apés
48 e 24 horas, para o primeiro @ segundo microrganismo, respectivamente,

foi maior na preparagdo 6 pois 0 numero de vidveis foi menor que 10
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UFC/ml, condigdo ndo obtida nas outras duas preparagdes (Figuras 32, 34 e
36 e 38, 40 e 42).

Como foi mencionado, além de conservantes, principios ativos
antimicrobianos também favorecem a protecdo contra a contaminagdo
microbiana. No caso dos xampus estudados, o cetoconazol, que é a
substancia anticaspa, apresenta ag&o antimicrobiana que visa o combate ao
Malassezia furfur, microrganismo associado & caspa.

A comparagdo dos resuitados dos testes de desafio obtidos das
preparagbes base com as mesmas adicionadas de cetoconazol, verifica-se
que este principio ativo ndo apresenta atividade contra bactérias e nem
mesmo contra os fungos testados, evidentemente excluindo o Malassezia
furfur. A anaiise pelos valores de D ou pelas curvas de morte mostra que a
prepara¢des contendo o principio ativo ndo foram mais efetivas que as
preparagbes bases correspondentes. Os valores de D nao foram menores
naquetes contendo o principio ativo para as bactérias (Figuras 15, 17, 19,
27 e 29) e nem para o Aspergillus niger (Figura 43). Tambem nédo se
verificou sinergismo contra Candida albicans (Figura 37).

O cetoconazol é um antifingico e esperava-se pelo menos atividade
maior das preparagbes com o principio ativo contra esses microrganismos.
Entretanto, ndo se verificou aumento de atividade contra Aspergillus niger e
Candida albicans. A comparagao dos dados obtidos com a literatura,
verifica-se que ha concordancia quanto ao comportamento do Asperygillus
niger . Também citam que o cetoconazol & pouco ativo contra este bolor.
Entretanto, o resultado obtido com Candida albicans n&o foi concordante.
Segundo alguns autores este farmaco é muito ativo conlra esse
microrganismo. Possivelmente essa diferenca pode ser explicada pela
origem das cepas testadas que podem apresentar comportamentos
diferentes. Além disso, o cetoconazol é ativo contra esse microrganismo em
pH neutro. Em produtos com pH menor que 6,6 a sua atividade diminui de
500 vezes *. O pH dos xampus estudados é de 6,5, podendo ser outro fator

para a ineficicia do produto contra Candida albicans.
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Os dados obtidos confirmam a necessidade de se efetuar o teste de
eficacia de sistemas conservantes no produto final, pois a presenca de
substancias antimicrobianas nao assegura a eficacia contra microrganismos
que podem contaminar o produto.

Diferenga de atividade n&o foi observada nas 3 prepara¢bes (2, 4 e
6) nos testes com Malassezia furfur. Justifica-se esse resultado
considerando-se que o principio ativo, 0 cetoconazol, é ativo contra esse
microrganismo. Nédo se observou células viaveis em nenhuma das 3
preparagdes apds 2 horas de contato, na diluigdo 10" (Figura 60). Este
resultado era esperado pois a concentragdo do cetoconazol nas
preparagdes representa cerca de 50 a 100 mil vezes a concentragdo minima
inibitéria deste farmaco contra Malassezia furfur ™. Na andlise efetuada do
comportamento nos intervalos de tempo especificados pelos codigos
oficiais, ou seja, 2, 7, 14, 21 e 28 dias, ndo se verifica diferenca entre as 3
preparagdes (Figura 68 a 73).

A andlise da atividade antimicrobiana das preparagbes contendo
cetoconazol (2, 4 e 6) frente as especificagbes do método de regressio
linear para avaliagdo da eficicia de sistemas conservantes, que preconiza
vaior de D menor ou igual a 4 horas para bactérias patogénicas e menor
que 28 horas para ndo patogénicas e fungos, verifica-se que: todas as 3
preparagbes estdo adequadamente conservadas se consideradas os
valores de D obtidos para Pseudomonas aeruginosa € Malassezia furfur,
gue foram de 0,36 e 0,49 horas (Figuras 53 e 61), respectivamente; em
relagdo & Staphylococcus aureus, o valor obtido foi superior para a
preparacdo 6 (D de 4,62 horas; Figura 51); para Pseudomonas cepacia,
todas as preparacies atenderam ao critério de aceitago (Figura 55); para o

fungo Aspergilius niger e a levedura Candida albicans, apesar de valores de
D nao terem sido calculados para as preparagdes 2 e 4, como mencionado
anteriormente, as curvas de morte mostraram que o tempo para a redugao
de 1 ciclo logaritmo de microrganismos foi menor gue 28 horas, pois na

avaliagdo de 24 horas verifica-se redugéo de mais de 2 ciclos para todas as
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amostras (Figuras 56 e 58), portanto de acordo com a especificacdo que
exige valor de D menor que 28 horas para fungos.

A analise dos dados efetuada segundo os critérios oficiais, como a da
farmacopéia Britanica ' e a Européia *, para produtos de uso tépico, e a do
CTFA * para cosméticos, conclui-se que as 3 preparagdes estdo
adequadamente conservadas, pois apds 2 e 14 dias, todas as preparagdes
atenderam ao requisito de redug&o de 3 ciclos logaritmicos para bactérias
(Figuras 62 a 64) e de 2 ciclos logaritmicos para leveduras e bolores,
(Figuras 65 a 67), respectivamente, que sdo as especificagbes da
Farmacopéia Britanica. Considerando que as especificacdes da
Farmacopeéia Européia e do CTFA s3o mais tolerantes pois exigem reducio
de 2 ciclos log em 7 dias para bactérias e 1 ciclo para fungos em 7 dias, as
preparagOes também estio de acordo com estas especificagdes.

6.2.2 Teste do uso

Frente aos resultados obtidos nos testes de desafio, decidiu-se
submeter as 3 preparagdes ao teste de uso. Dos 15 frascos testados, 5 para
cada preparacdo, 1 correspondente a preparagdo 2, resultou em
contaminagdo de 10° UFC/ml & o microrganismo foi identificado como
Serratia marcescens. Esse limite & superior a especificagio do numero
maximo de microrganismos contaminantes tolerado para medicamentos de
uso tépico e mesmo para cosméticos. Segundo as monografias
farmacopeicas, como da USP XXIll ', os limites especificados para
preparacfes de uso topico séo geralmente de 100 UFC/ml ou g. Alem do
ndmero elevado, o microrganismo ideritificado foi um Gram negativo.

Os microrganismos identificados por YABLONSKI e GOLDMAN w2
em xampus, que retornaram apos O Uso, foram também enterobactérias,
além de bactérias do género Pseudomonas.

Os resultados do estudo de avaliagdo da eficacia antimicrobiana in

vitro estdo de acordo com as especificagdes tanto de codigos oficiais como
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do método da regressao linear para todas as preparagdes, com exce¢ao da
6 para Staphylococcus aureus. Entretanto, mesmo essa preparacgio
apresentou o valor de 4,62 horas que pode ser considerada préxima de 4.

Frente ao resultado obtido no teste de uso poder-se-ia considerar
discutivel a validade dos testes de desafio in vitro, entretanto, deve-se
considerar que estas especificagdes n3o prevéem abusos durante a
utilizagdo do medicamento ou cosmético. Entretanto, merece discussdo, no
caso da especificagho do método de regressao linear que estabelece valor
de D menor que 4 horas apenas para as bactérias patogénicas e para
outras menor que 28 horas. No caso especifico de xampus e
condicionadores de cabelos, que sdo aplicados durante o banho, portanto
em ambiente umido e propicio a muitiplicagdo de microrganismos, sujeitos
também a diluigdo pela entrada de agua no frasco, o sistema conservante
deve ser mais efetivo que em outros tipos de preparagdes. Confirma esse
dado a informagdo do voluntario, que utilizou a amostra que retornou com
contaminacio por Serratia marcescens. Segundo a informagao o xampu nao
era armazenado em local apropriado mas sim em cima do box, sujeito a
quedas e consequente contato com o chdo do banheiro, que propiciou a
contaminagéo pela agua do chéo, além da diluigao.

Segundo ORTH '™, nesses produtos o valor de D requerido deve
considerar a seguranga que o frasco de acondicionamento oferece aiém do
uso e abuso pelo consumidor. O valor de D passa a ser dividido pela
representacdo numérica desses fatores. Para produtos com a tampa
protegida, o autor sugere o valor 1 e em relagdo ao abuso o valor 10.
Portanto o valor de D para bactérias patogénicas de menor ou igual a 4
horas passa a ser menor ou igual a 0,4 horas e para as ndo patogénicas de
28 horas para menor ou igual a 2,8 horas. Segundo essa especificacao,
nenhum dos xampus testados pode ser considerado adequadamente

conservado, pois o valores de D obtidos foram muito superiores {exceto

para a Pseudomonas aeruginosa).
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O teste de uso confirma que a utilizagdo do valor de D de menor ou
igual a 28 horas para bactérias n3o patogénicas nesse tipo de produto n#o
€ adequado.

O resuitado do teste de uso definiu a necessidade de adigdo de
consefvantes na férmula.

Os dados obtidos neste trabalho e também os obtidos por outros
autores mostram a necessidade de incorporagdo de conservantes eficazes
contra enterobactérias "' e também contra Pseudomonas sp. *% % 118 1%
que s30 microrganismos encontrados em banheiros, em produtos como
xampus. Frente a este resultado Pseudomonas cepacia e Serratia
marcescens, isolada de uma amostra, foram selecionadas para os estudos
de conservantes.

QOutros microrganismos ndo foram testados, pois mesmo o xampu
sem conservante mostrou estar adequadamente conservado contra fungos €
bactérias Gram positivas,

A preparagdo selecionada para o prosseguimento do estudo foi a 2,
baseada ndo somente no fato de ter sido a que foi contaminada no teste de
uso, mas também confirmada pelos testes in vitro que mostraram valor de D
para Pseudomonas cepacia (12,69 horas) maior que os obtidos nas outras
preparagdes (preparagdo 4, D de 7,12 e prepara¢éo 6 D, de 7,73 horas;
Figura 55).
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6.3 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS
CONSERVANTES EM SOLUGAO AQUOSA PELO TESTE DO DESAFIO

Inicialmente, foram testadas solucGes de conservantes mais
utilizados em cosméticos e em concentragdes que representam a metade da
maxima normalmente recomendada, pelos fabricantes ou literatura > ™
22,55, 77,111, 118,126,127, 138

Estes testes foram efetuados frente a Pseudomonas cepacia ATCC
17759 e Serratia marcescens isolada do xampu contaminado, considerando
que estes microrganismos s&o resistentes ao sistema antimicrobiano da
preparagado em estudo.

Sabe-se que a atividade do conservante & dependente do produto,
que mesmo conservantes com alta atividade intrinseca podem ser
inativados por componentes do produto. Entretanto, para a selegdo dos
conservantes a serem testados, o conhecimento da atividade intrinseca
desses conservantes foi adotado como uma primeira triagem.

A atividade intrinseca de substancias antimicrobianas pode ser
definida pelo seu valor de concentragdo minima inibitéria (MIC), frente a
diferentes microrganismos. Apesar de alguns desses valores constarem na
literatura, optou-se pelo estudo utilizando o método da regressao linear,
simulando as condi¢des as quais o conservante sera submetido quando
incorporado a formula do xampu, e testado. Segundo esse meétodo, o tempo
de avaliagio da amostra frente as bactérias é de 48 horas. As solugbes
foram mantidas e avaliadas até 28 dias, pois uma das criticas ao método é a
ndo detecgdo da multiplicagdo de microrganismos resistentes que pode
ocorrer apés periodo de tempo maior.

Em relagio aos critérios de aceitagio para o método da regressao
linear, o valor de D considerado € menor ou igual a 28 horas para bactérias
ndo patogénicas. Entretanto, nesse estudo decidiu-se adotar um critério
mais rigido, pois sistemas que resuitaram em valores de D de 12,69, 589 ¢

819 horas frente a Pseudomonas cepacia (Figuras 55 e 31) ndo se
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mostraram adequadamente conservadas frente a bactérias Gram negativas,
no teste de uso. Como foi citado anteriormente, ORTH ', em funcdo de
maior risco de contaminagéo do produto, sugere valor de D de menor ou
igual a 0,4 para bactérias patogénicas e menor ou igual a 2,8 horas para as
ndo patogénicas. Neste trabalho, optou-se como limite o valor de D de 4
horas para todas as bactérias e ndo a sugerida pelo autor pois para se
atingir D de 0,4 e 2,8 horas poderia haver a necessidade de adicao de
grandes quantidades de conservantes. Justifica-se a adogdo deste valor
baseada na frequéncia de uso do produto, que supde-se a cada 48 horas.
Um sistema com D de 4 horas, teoricamente, eliminaria a carga inoculada
de até 10° em 24 horas.

Pela comparagdo dos valores D ou das curvas de reducdo de
microrganismos viaveis obtidos nos testes das solugbes desafiadas com
Pseudomonas cepacia, pode-se notar que a maior atividade foi apresentada
por hidroximetilglicinato de Sédio a 0,25% (Scb) com valor de D de 0,34
horas, seguida de diazolidinil uréia a 0,25% (Sc4) e sucessivamente, 2-
Bromo-2-nitropropano-1,3-diol a 0,05% (Sct), metilparabeno a 0,2% (Sc6),
imidazolidinil uréia 0,3% (Sc3), € 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano a 0,05%
(8¢2). Com excegao da Ultima solugio, com valor de D de 5,92 horas, todas
as outras apresentaram atividade antimicrobiana satisfatéria no teste, com
valores de D entre 0,34 e 3,91 horas (Figuras 75, 77, 79 e 81). Em relagao
a solugao de fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4~dicianobutano (Sc7),
embora sem o calculo do valor de D, a sua curva de reducio foi semelhante
a da Sc3, cujo valor de D foi de 3,91 horas (Figuras 76, 77, 80 e 81 ).

No desafio com Serratia marcescens, pela analise dos valores de D
obtidos, a ordem decrescente de atividade das solugbes foram: Sc1, Scb,
Sc6 e Sc2, todas com atividade satisfatéria pois resultaram valores de D
menores de 4 horas (Figuras 83 e 87). As outras solugbes ndo

apresentaram eficacia adequada, segundo esse mesmo critério (Figuras 85

e 89).
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De acordo com os dados obtidos, as solugbes de hidroximetilglicinato
de Sédio, diazoiidinil uréia e 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol foram as que
apresentaram maior atividade contra Pseudomonas cepacia. Por outro lado
frente a Serratia marcescens, a soluggo de diazolidiniluréia foi pouco efetiva
(D de 4,9 horas), enquanto as outras duas solucdes foram igualmente ativas
contra esse microrganismo. O diazolidiniluréia & utilizado principalmente em
cosmeticos visando prote¢do contra Gram negativos, principaimente do
género Pseudomonas, que é um dos contaminantes mais freqtientes. Os
dados obtidos no teste com Pseudomonas cepacia comprovaram a eficacia
do conservante. A ineficacia contra Serratia marcescens, apesar de ser
Gram negativa, pode ser explicada peio fato de este microrganismo
apresentar caracteristicas diferentes da Pseudomonas cepacia, que é uma
bactéria aerobia ndo fermentadora, enquanto a Serratia marcescens é uma
enterobactéria.

As solugdes avaliadas durante 28 dias, com contagens efetuadas 2,
7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inoculagdo, mostraram que todas as solugdes,
com excegdo da Sc3, apds 2 dias apresentavam carga microbiana menor
que 10 UFC/mi, para os dois microrganismos testados (Figuras 80 e 91). Na
avaliagso durante o decorrer dos 28 dias do teste também néo se verificou
aumento da carga em nenhuma das solugdes, indicando a auséncia de
resistentes. |

A selegdo dos conservantes a serem incorporados no xampu foi
definida pelos dados obtidos pelo método da regressao, uma vez que pelo
oficial, ou seja, avaliagio ap6s 2 dias, apenas a solugdo Sc3 mostrou-se
menos ativa contra Serratia marcescens. Em relagdo as outras solugdes nao
se pode verificar diferenga de atividade. A grande vantagem do método da
regressdo linear é a possibilidade de verificar diferengas menores de
atividade entre conservantes. No método oficial, que especifica a primeira
contagem apds 2 dias, quando os resultados obtidos sdo iguais, como

ocorreu nos testes executados com as solugdes, essa diferenciagdo nao €
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possivel. O método oficial proporcionou a diferenciagio apenas da solugio
Sc3.

A Serratia marcescens foi 0 microrganismo que mais resistiu as
solugbes de conservantes, praticamente definindo a escolha dos melhores
conservantes para serem incorporados nos xampus.

Foi definido no inicio do experimento que somente as solugbes de
conservante que obedecessem aos critérios de aceitagdo nos teste pelos
dois meétodos e para os dois microrganismos, concomitantemente, seriam
utilizadas para incorporagao nas preparagbes de xampu.

Desse modo, os conservantes selecionados foram: 2-Bromo-2-
nitropropano-1,3-diol (c1), hidroximetiiglicinato de Sadio (c5), metilparabeno
{(cB) e fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-diciano-butano (c7). Optou-
se por testar os 4 conservantes, e nao apenas ¢1 e ¢5, que mostraram maior
atividade, pois a atividade do conservante pode ser alterada por outros
componentes da férmula, podendo o c¢1 e o ¢5 nao sefem os mais

adequados.
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6.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS XAMPUS
ADICIONADOS DE CONSERVANTES QU ACIDO SALICILICO

6.4.1 Teste do desafio

Os conservantes selecionados, considerando os dados do teste em
soluc@o, foram: 2-Bromo-2-nitropropano-1,3,-diol (c1), hidroximetilglicinato
de Sédio (c5), metilparabeno (c6) e fenoxietano! associado a 1,2-dibromo-
2,4-dicianobutano (c7). Além desses, foram também testados o
propilparabenc (c9) e o acido salicilico (¢8), ndo incluidos no teste anterior
por apresentarem baixa solubilidade em &gua nas concentragdes
normalmente utilizadas. Justifica-se a inclusao do propilparabeno o fato de
se obter sinergismo de ag&o quando associado a metilparabeno. O acido
salicilico foi inciuido pois, além de ser utilizado como conservante na
concentracdo de até 0,5%, apresenta efeito queratolitico e em xampus
anticaspa permite-se a utilizagdo de concentracdo maiores, de 2% a 3%,
exceto para produtos de uso infantil, nos quais seu uso é proibido > %,

Os conservantes selecionados foram adicionados a preparagéo 2,
inicialmente nas mesmas concentragdes aquelas testadas em solugbes
aquosas. Posteriormente foram preparadas amostras com concentragoes
maiores daqueles em que se verificou reducdo da atividade no xampu,
procurando adequar a concentrago que resultasse em valor de D menor
que 4 horas. Das amostras em que se verificou atividade muito intensa,
foram testadas preparagies com quantidades menores do conservante,
visando obter-se uma concentragdo minima com atividade antimicrobiana
eficaz, em referéncia aos critérios de aceitagdo pois, como ja foi
mencionado, conservantes sdo substancias toxicas, além de influir ne custo

do produto.
As preparagdes foram testadas pelo método de regress&o linear e

também pelo método oficial.
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Os testes segundo método oficial foram realizados visando a
complementacéo do teste de regressdo linear pois, como foi citado, o
periodo curto de avaliagiio deste método impossibilita a detecgédo de
microrganismos sobreviventes resistentes, que podem multiplicar-se no
decorrer de maior tempo.

6.4.1.1 Xampus com 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol

O 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol (c1) apresentou atividade em
solug&o aquosa, com valor D 1,97 horas para Pseudomonas cepacia e 1,65
contra Serratia marcescens (Figuras 75 e 83). Apés incorporado ao xampu,
na mesma concentragao de 0,05% (p/v) (preparagdo 7), a atividade contra
os dois microrganismos desafiados foi maior, apresentando valores D de
0,63 e 0,95 horas (Figuras 93 e 111). Considerando-se que esses valores
580 muito abaixo, indicando atividade muito intensa, a concentragdo do
conservante foi reduzida a metade, 0,025% (p/v), na preparacédo 8. Esta
concentragdo é equivalente a 8 vezes o valor de MIC contra Pseudomonas
cepacia, que é 0,003% '®. No desafio com Serratia marcescens, o tempo
para a redugéo da carga microbiana para menor que 10 UFC/mL passou de
4 para 8 horas (Figura 110) e para Pseudomonas cepacia manteve-se
inalterado (Figura 92), mas a redugdo da carga apos 2 horas foi menor,
indicando menor atividade. Qs valores de D passaram a 0,91 e 1,00 horas,
respectivamente para os dois microrganismos (Figuras 93 e 1 11). A redugdo
da atividade antimicrobiana obtida foi muito pequena, podendo-se reduzir
ainda mais a concentragdo do conservante pois os valores de D s&o muito
inferiores ao limite adotado de 4 horas. Entretanto, se considerarmos a
especificagdo sugerida por ORTH ' para produtos como xampus mesmo a
preparagio com 0,025% pode ser considerada adequadamente conservada,
pois os valores obtidos s&o préximos de 2,8 horas, ainda que concentragbes
menores devessem ser testadas para se estabelecer a concentragéo

minima no xampu que ainda atendesse a essa especificagio.
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A analise dos dados obtidos no teste oficial, segundo especificagéao
da Farmacopéia Britanica %', a preparagdo contendo menor concentragdo do
conservante pode ser considerada adequadamente conservada, pois
verificou-se a redugdo da carga de 2 ciclos logaritmicos em 2 dias e nao

ocorreu aumento, no decorrer dos 28 dias do teste (Figuras 128 129).
6.4.1.2 Xampus com hidroximetilglicinato de Sédio

O hidroximetilglicinato de Sédio (c5), foi incorporado nos xampus na
concentragao de 0,25% (p/v) (preparagdo 9), @ mesma testada em solugéo
aquosa. No desafio com Pseudomonas cepacia, ndo ocorreu alteracio da
atividade antimicrobiana, sendo que o tempo de redugdo de carga
microbiana para menor que 10 UFC/mL foi 0 mesmo, de 2 horas (Figuras 78
e 94), e 0 D de 0,36 horas (Figura 95), valor muito préximo daquele obtido
no teste com a solugdo, que foi de 0,34 (Figura 79). Para se obter uma
preparacdo menos ativa, mas dentro dos critérios de aceitagdo, 0
conservante foi incorporado ao xampu, na concentragao de 0,125% (p/v)
(preparagao 10). Obteve-se no desafio com 0 mesmo microrganismo, 0
tempo para a redugéo da carga microbiana para menor que 10 UFC/mL em
4 horas (Figura 94) e o valor D 1,05 horas (Figura 95).

No teste da preparagdo 9, com 0,025% do conservante, contra
Serratia marcescens, ocorreu a redugdo de 2 ciclos log em 4 horas (Figura
112), entretanto essa carga manteve-se até o tempo de 48 horas. Esta
carga resistiu até mesmo na avaliag2o de 28 dias, tempo maximo do teste. A
curva de morte desse microrganismo no decorrer do teste formou uma reta
paralela ao eixo x (Figura 112). Esta preparac@o néo esta adequadamente
conservada, mesmo pela especificagido da Farmacopéia Britanica 4 para
produtos de uso tdpico que preconiza redugéo de 3 ciclos logaritmos em 48
horas e redugdo até ndo detecgio de vidveis em 7 dias, mantendo esta
condigao até 28 dias. Mesmo a anglise segundo a especificacdo do CTFA
* mais tolerante, que considera adequadamente conservado o produto com
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reducdo de 3 ciclos logaritmicos em 7 dias e manutencdo da carga até 28
dias, resultou em xampu com sistema conservante nio efetivo. Desse modo,
aumentou-se a concentragdo para 0,5% (p/v) (preparagio 11), obtendo-se
no teste diminuic&o da carga microbiana para menor que 10 UFC/ml em 4
horas (Figura 112) e o valor de D igual a 2,86 horas (Figura 113). Esta
concentracdo pode ser considerada alta, havendo a necessidade também
para esse conservante de se estabelecer a concentragio minima que

atendesse a especificagdo, que se situa entre maior que 0,25 e menor que
0,5%.

6.4.1.3 Xampus com metilparabeno isolado ou em

associagao com propilparabeno

O metilparabeno, na concentragdo de 0,2% no xampu (preparagéo
12), que equivale ao dobro de seu MIC sobre Pseudomonas cepacia (0,1%)
% apresentou a mesma atividade verificada em solugdo aquosa sobre esse
microrganismo (Figuras 78 e 96), com os valores de D muito préximos, de
2,35 e 2,08 horas (Figuras 79 e 97). Ja frente a Serratia marcescens, a
atividade foi muito menor, ndo se conseguindo qualquer redugdo do inoculo
nem mesmo em 28 dias (Figura 114), que era obtido em 24 horas na
solugdo aquosa (Figura 86). O aumento da concentragdo do conservante
para 0,3 e 0,4% (p/v) (preparagbes 13 e 14), n&o resultou em melhores
efeitos. Pelo grafico da figura 115 (método rapido), e a figura 131 (método
oficial), pode-se notar que as curvas de morte s&o praticamente paralelas
a0 eixo x. Isso pode ter ocorrido devido a inativagdo do conservante por
algum componente da formulagdo. Além disso, deve-se citar o fato da
possibilidade de a Serratia marcescens ter desenvolvido resisténcia a esse
conservante. Esse fato foi observado por O’'NEIL e MEAD ¥, frente a esse
microrganismo e outros, em xampu conservado com 0,8% de metilparabeno.

A associagdo de parabenos para aumentar a atividade é classica. '*.

O metil e propilparabeno (c6 e c9) foram adicionados no xampu em duas
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combinagdes de diferentes concentragdes, 0,18 e 0,12 e 0,16 e 0,04%,
respectivamente (preparagdes 15 e 16). As concentragbes de
propilparabeno equivalem e metade e a mesma daquela definida em seu
MIC para Pseudomonas cepacia (0,04%) '*. O teste de desafio dos dois
xampus com 0s$ mesmos microrganismos, resultou na diminuicdo da carga
microbiana viavel para menos de 10 UFC em 48 horas (Figura 98 e 116).
Para Pseudomonas cepacia, verificou-se que ndo houve aumento da
atividade das preparagdes 15 e 16 (Figuras 98) em relagdo a 12 (Figura 96),
contendo apenas metilparabeno. Frente a Serratia marcescens, ocorreu
aumento de atividade, e o metilparabeno isolado, que n&o mostrou agdo
antimicrobiana nas concentrages de até 0,4%, nas prepara¢des 12, 13 e
14 (Figura 114), associado ao propilparabeno, foi eficaz em concentragdes
menores, de 0,18 e 0,16% {Figura 116). O valor D, quando isolado, na
concentragao de 0,4%, de 8,47 horas (Figura 115), passou a 5,0 e 4,83, nas
concentragdes de 0,18 e 0,16%, respectivamente, associado a 0,02 e 0,04%
de propilparabeno (Figura 117). O aumento da proporgdo do
propilparabeno, mantendo a concentragéo dos parabenos associados de

0,2%, influiu pouco na atividade.

6.4.1.4 Xampus com fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-

2,4-dicianobutano

A atividade do fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2.4-
dicianobutano (c7), nos xampus, na mesma concentragdo que aquela
testada em solugdo aquosa (preparagdo 17), isto &, 0,05% (ph), foi maior
quando comparada a observada em solugao. O tempo de redug&o da carga
microbiana dos dois microrganismos para menor que 10 UFC/mL passou de
24 horas (Figura 80 e 88) para 8 horas (Figuras 100 e 118) e o valor de D
de 4,05 (Figura 89) para Serratia marcescens, foi reduzido para 0,87 (Figura
119). O valor de D para Pseudomonas cepacia, ndo calculado na solugdo

aquosa, foi de 1,33 horas na preparagdo 17 (Figura 101). Desse modo,
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diminuiu-se a concentragéo para 0,025% (p/v) (preparagdo 18). Como
resultado, dos testes de desafio, ndo houve aumento no tempo de reducéo
da carga microbiana para menor que 10 UFC/mi (Figuras 100 & 118) e ©
aumento nos valores de D foram muito pequenos, resultando em 1,03 para
Pseudomonas cepacia (Figura 101) e 1,25 horas para Serratia marcescens
(Figura 119).

Os dados do teste no decorrer de 28 dias mostram que ndo ocorre a
multiplicacéo de nenhum dos dois microrganismos, indicando auséncia de
resistentes (Figuras 128 e 129).

6.4.1.5 Xampus com acido salicilico

O acido salicilico (c8), que nao foi testado em solugdo aquosa, foi
incorporado no xampu, iniciaimente, na concentragcdo de 0,25% (p/v)
(preparagdo 25), que é igual ao valor do MIC frente a Pseudomonas
cepacia "%,

No teste de desafio frente a esse microrganismo, o tempo para a
reducdo da carga microbiana para menor que 10 UFC/ml foi de 8 horas
(Figura 102) e o valor de D obtido de 2,67 h (Figura 103). O xampu com o
dobro da concentragéo (preparagio 26) resultou em aumento da atividade
(D de 1,11 h). Na concentragéo de 0,75% (p/v) (preparagéo 27) o valor D foi
reduzido para 0,36 horas (Figura 105). Os valores obtidos em xampus com
concentragdes maiores de acido salicilico (1,0% preparagaéo 28, 1,25%
preparagdo 29, 1,5% preparagdo 30, 1,75% preparagdo 31 e 2,0%
preparagdo 32) no foram diferentes, entretanto esse resultado € decorrente
da limitacdo do método utilizado (Figuras 105 a 109). O teste preconiza a
primeira avaliagdo da carga microbiana sobrevivente apés 2 horas e neste
tempo todas as preparagdes apresentaram carga residual menor que 10
UFC/mi, tornando assim a constituicdo da reta do grafico de apenas dois
pontos. Para a diferenciagdo entre as preparagdes, contendo diferentes
concentragbes do 4cido salicilico, seria necessdrio a quantificagdo da carga
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viavel microbiana em intervalos de tempo menores, entre 0 e 2 horas. Como
o D de 0,36 h ja é considerado pequeno, ndo se justifica outros estudos
para diferenciagédo de atividade, uma vez que serdo menores que o valor
obtido.

No desafio com Serratia marcescens do xampu com 0,25% de &cido
salicilico (preparagdo 25), o tempo de reducdo da carga microbiana para
menor que 10 UFC/mi foi de 7 dias (Figura 132), e o valor de D 48,78 horas
(Figura 121). O aumento para 0,5% (preparagao 26), que é a concentragdo
maxima permitida como conservante ©, ndo foi efetiva pois resultou em
mesmo tempo para redugdo da carga microbiana vidvel para menor que 10
UFC/mL, e o valor D apesar de menor, igual a 13,14 horas, estd muito
acima do especificado de 4 horas. Concentragcdes maiores foram testadas,
considerando-se que o xampu & um anticaspa, portanto sendo permitido a
adicdo de concentragSes maiores. A preparagdo 27, com 0,75% (p/v) de
acido salicilico foi mais efetiva, pois 0 tempo para a redugdo da carga foi de
48 horas (Figura 122) e valor D 11,1 horas (Figura 123), entretanto esse
valor continua acima do especificado. Na preparagdo 28, com 1,0% do
conservante, o tempo para a redugdo da carga para menor que 10 UFC/ml
foi de 24 horas e o vaior D de 1,67. Nas preparagdes com concentragdes de
1,25, 1,50 e 1,75% (p/v) da mesma substancia (preparagdes 29, 30 e 31) os
resultados obtidos foram semelhantes; o tempo de inativagdo da carga
microbiana foi de 8 horas (Figuras 124 e 126), e os valores D de 3,08, 1,54
e 1,03 horas, respectivamente (Figuras 125 e 127). Verifica-se que o valor
de D obtido com a preparagdo 29 é maior que aquele obtido com a
preparagdo 28 que contém a metade do 4cido salicilico (Figura 123 e 125).
Entretanto pela curva de morte verifica-se que enquanto na preparacdo 28 a
reducéo até menor que 10 UFC/ml foi obtida somente ap6s 24 horas (Figura
122), verificando-se ainda carga residual de 10’ UFC/mi no tempo de 8
horas, na preparagao 29 esta redugdo foi verificada apos 8 horas (Figura
124). Portanto, neste caso, os valores de D nao estdo representando o
efeito real. Explica-se esta falha o método utilizado para o seu calculo que
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se convencionou de utilizar-se dados até a ultima avaliagdo antes da
redugao até menor que 10 UFC/mI. Optou-se por esse método em razio de
nao se conhecer o tempo real para a obtencdo de carga menor que 10
UFC/ml, uma vez que a contagem de microrganismos sobreviventes é
efetuada em tempos preestabelecidos. No caso da preparagéio 28, foram
utilizados 4 pontos para o calculo da regressdo, com a carga de 10° UFC/ml
que foi obtida no tempo de 8 horas (Figura 123). No calcuio da regressio da
preparacgao 29 foram utilizados apenas 3 pontos, até 4 horas, pois no tempo
de 8 horas a carga foi menor que 10 UFC/mI. Esta falha foi decorrente da
taxa de redugdo de viaveis que foi lenta no inicio e acentuada apés 4 horas.
Portanto, para a utilizagdo do valor de D deve-se verificar se este esta de
acordo com o comportamento da curva de morte do microrganismo. No caso
das duas preparagbes apesar de o valor de D daquele contendo
concentragdo menor do antimicrobiano ser menor, verifica-se pela curva de
morte que a prepara¢do 29, contendo 1,25% de acido salicilico, &€ mais
efetiva. A redugdo da carga para menos de 10 UFC/ml foi verificada
somente na contagem apds 24 horas na preparagao 28, enquanto que para
a preparagdo 29, apds 8 horas (Figuras 122 e 124). O acido salicilico a
2,0% (p/v) (preparagao 32) resultou em valor de D muito baixo, de 0,36
horas, para os dois microrganismos desafiados (Figura 109 e 127).

A concentracido do &cido salicilico no xampu foi definido pela
atividade frente a Serrafia marcescens. A concentragdo eficaz,
considerando o D de 4 horas, situa-se entre 1,0% e 1,25% (preparagbes 28
e 29).

Considerando-se o grafico das curvas de morte microbiana e os
critérios de aceitacio segundo especificagdo do CTFA % (Figuras 128 e
129), todas as preparagbes com acido salicilico, estdo adequadamente
conservadas. Entretanto a preparagdo contendo 0,25% (preparagdo 25) ndo
atende as especificagbes da Farmacopéia Britanica frente a Serratia

marcescens, pois apts 48 horas a reducdo & de apenas 2 ciclos

logaritmicos (Figura 132).
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6.4.2 Teste de uso

Os xampus contendo 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol  nas
concentracdes de 0,05 (preparagdo 7) e 0,025% (preparagio 8), 0,5% de
hidroximetilglicinato (preparagiio 11) e 0,025 e 0,05% de fenoxietanol
associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano (preparagdes 17 e 18) e acido
salicilico em concentragbes de 1,0% ou maiores (preparagdes 28 a 32),
enquadraram-se as especificagbes tanto do método de regressao linear
quanto as do oficial, nos testes in vitro.

Os conservantes selecionados para serem incorporados no xampu a
ser submetido ao teste de uso foram: 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol (c1)
na concentragido de 0,025%, fenoxietano! associado a 1,2-dibromo-2,4-
dicianobutano (c7) a 0,05% e acido salicilico (cB} na concentragdo de 2%.
Justifica-se a escolha do primeiro conservante na concentragdo menor,
baseada nos valores de D que resuitaram menores de 4 horas. Quanto ao
xampu com &cido salicilico a escolha recaiu sobre aquele contendo a
concentragdo de 2,0%, considerando ndo somente a atividade
antimicrobiana mas também a queratolitica que é desejavel no caso de
xampu anticaspa.

O 4cido salicilico, no Brasil, pode ser usado em concentracbes de até
3% para produtos anticaspa »°, sendo classificado como produto seguro e
efetivo (classe 1). Contudo, devido ao fato de sofrer absorgdo quando
aplicado em 4reas extensas da pele, seu uso deve ser cauteloso em

. 20, 48, 65, B2, 124, 139
pessoas com fissuras na pele e criangas .

O xampu com o fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-
dicianobutano foi testado na concentragio de 0,05%, apesar de a
preparac&o com a concentragdo de 0,025% também estar de acordo com ©
critério de aceitagéo.

Quanto ao xampu com hidroximetilglicinato de Sédio, néo foi incluida
no teste de uso, pois apesar de a preparagao contendo 0,5% (preparagao
11) ter apresentado atividade contra Serratia marcescens (D de 2,86 horas)

BIBLIOTECA
Faculdade de Ciéncias Farizaciutless
Universidade de Sao Paulo
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essa concentragdo € a maxima permitida (Figura 113). Possivelmente, a
concentragao 6tima € maior que 0,25%, que ndo se mostrou eficaz contra
esse microrganismo, € menor que 0,5%. Pelos resultados em que a metade
da concentragdo méxima néo foi eficiente, indicando menor atividade desse
conservante, decidiu-se ndo continuar os estudos com a preparagdo
contendo hidroximetilglicinato de Sédio.

Para o teste de uso esses conservantes foram incorporados no
xampu base com a mistura de tensoativos, representado pela preparagéo 4.
O estudo ndo foi prosseguido com a preparagdo 2 porque 0s tensoativos
utilizados nessa preparagéo ndo estavam mais sendo comercializados pelo
fornecedor A (Aquatec). A substituicio pela preparagdo 4, apesar de néo
ideal, ndo foi considerada como problema uma vez que os valores de D em
relagdo a preparagao 2 foram muito semelhantes (Figuras 51, 53, 57, 59 e
61), com excegdo do valor contra Pseudomonas cepacia que foi o menor
(Figura 55). Além disso, na pratica, tensoativos de outros fornecedores
podem ser utilizados para a formulagéo do xampu.

No teste de uso foram incluidos também aqueles voluntarios que
haviam participado do primeiro estudo. As amostras foram distribuidas por
sorteio. O voluntario que retomou a amostra contaminada no primeiro
estudo, recebeu a preparagéo 24.

Todas as preparagbes retornaram sem apresentar microrganismaos
contaminantes viaveis. Portanto, o teste de uso confirmou que as

preparagdes testadas apresentam-se adequadamente conservadas.
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6.5 TESTE DE ESTABILIDADE DO CETOCONAZOL NOS XAMPUS

A estabilidade do cetoconazol nos xampus foi avaliada em ensaio
prévio utilizando as preparagdes sem conservantes (preparagdes 2, 4 e 6)
mantidas durante 28 dias a temperatura ambiente. Apesar de ser um ensaio
incompleto, pelos resultados obtidos, listados na tabela Xli, considerou-se
que a variacao do teor do principio ativo, no decorrer do tempo, nao era
significativo (p igual a 0,983).

O mesmo teste foi realizado nas preparagbes selecionadas que
apresentaram sistema conservante adequado, preparagdes 20, 22 e 24,
mantidas a temperatura ambiente por 180 dias. O teor de cetoconazol foi
determinada no dia da preparagio e ap6s intervailos de tempo de 30, 60 e
180 dias, e foram listados na tabela Xlll. A analise dos dados ndc mostrou
diferenca significativa no decorrer do teste (p de 0,236), entretanto verificou-
se que na prepara¢do 20, que contém 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol na
concentragdo de 0,025%, ocorreu o0 aumentou gradativo durante o decorrer
do tempo. Evidentemente, esses valores maiores sdo decorrentes de faiha
da metodologia analitica utilizada para a andlise que ndo foi adequada. O
método nao apresentou seletividade para o principio ativo. A diferenga entre
o valor obtido no doseamento efetuado apds a preparagdo e apés 180 dias
é de 13,6%.

Nos dados resultantes da andlise da preparagdo 22 gque contem
fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-diciancbutano na concentragao de
0,05%, e da preparagio 24, que contém dcido salicllico a 2,0%, ndo se
verificou esse problema. Os valores de concentracéo do cetoconazol nos
xampus aumentaram e diminuiram no decorrer dos 180 dias do teste. A
andlise de variancia dos valores obtidos das amostras das 3 preparagées,
nos mesmos tempos de andlise, resultou em valor de p igual 0,236,
indicande semelhangca entre os valores. Estes dados indicam que
possivelmente ndo ocorreu a alteragio da concentragéo da principio ativo

nessas preparaces. Entretanto, considerando que o© método analitico
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utilizado para a avaliag&o ndo apresenta seletividade, ndo se pode afirmar
sobre a estabilidade do cetoconazol nas preparagdes. O método utilizado no
presente estudo baseou-se naquele validado para comprimidos ¥, que se
mostrou eficiente nos ensaios prévios realizados com o xampu adicionado
de cetoconazol, porém sem conservantes (Tabela XllI). Para a concluso ha
a necessidade de se realizar a avaliagdo utilizando método analitico mais
adequado, possivelmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia que é o
método preconizado pela Farmacopéia Americana (USP XXlll) "™
Entretanto, como foi citado, os dados indicam que o cetoconazol nas

preparagies 22 e 24 apresentam estabilidade no periodo de 180 dias.
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6.6 CONSIDERAGOES FINAIS

O trabalho proposto visa fornecer dados para que farmacias possam
formular xampu anticaspa com cetoconazol a 2%, devidamente estudado
quanto aos sistemas conservantes, evitando assim a simples adi¢gdo de
conservantes tradicionalmente utilizados como os parabenos, sem qualquer
estudo prévio.

Os dados de testes de xampus de cetoconazol sem conservantes
mostram que se enquadram as exigéncias das especificagfes de métodos
oficiais, como o da farmacopéia Britanica ?' e a do CTFA *. Entretanto,
verificou-se que no caso de produtos utilizados durante o banho, sujeito as
condigdes de maior risco de contaminagdo, que & o caso dos xampus,
mesmo produtos que apresentam sistema conservante de acordo com essas
especificagdes podem ser susceptiveis a contaminagéo.

A pratica comum adotada em farmacias de manipulagéo de adigao de
conservantes tradicionais como parabenos na férmula, sem estudo prévio,
pode resuitar em produtos susceptiveis a contaminagdo microbiana. Como
foi demostrado, os parabenos, mesmo associados, mostraram-se menos
eficientes que outros conservantes, tanto contra Pseudomonas cepacia
como Serratia marcescens, no caso especifico do xampu em estudo. Como
esses contaminantes sio muito freqliente nestes produtos, deve-se formular
0 xampu com sistema conservante eficiente contra esses microrganismos.

De acordo com os dados obtidos, os xampus com 2-Bromo-2-
nitropropano-1,3-diol na concentragio de 0,025% (preparagdo 20), com
fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano na concentragao de
0,05% (preparagdo 22), e que contém &cido salicilico a 2,0% (preparagéo
24) foram mais efetivos quanto ao sistema conservante.

Por outro lado a andlise da estabilidade do cetoconazol indica que as
preparagtes 22 e 24 sho mais estaveis, pois apesar da metodologia
analitica ndo adequada, o aumento do valor de concentragdo da substancia

observada na preparagdo 20 pode ser decorrente de interferéncia de
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substancias de decomposi¢do do cetoconazol ou de interagdo com outros
componentes da formula.

As formulas mais adequadas, segundo os dados do estudo, s&o os
xampus contendo fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano
na concentragéo de 0,05% (preparagéio 22), e aquele que contém acido
salicilico a 2,0% (preparagao 24).

Portanto, o sistema conservante mais adequado para 0 xampu com
cetoconazol a 2% na formula estudada é o fenoxietanol associado a 1,2-
dibromo-2,4-dicianobutano na concentracdo de 0,05%, pois o acido
salicilico ndo é efetivo na concentragdo utilizada como conservante
antimicrobiano que é de 0,5%.

O xampu com 2,0% de acido salicilico pode ser vantajoso quando se
considera que nesta concentragdo a substancia além de ser sistema
conservante eficaz apresenta fungao queratolitica que auxilia no tratamento

da caspa.
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CONCLUSOES

Matérias-primas de xampus contendo conservantes né&o
apresentam atividade antimicrobiana suficiente, para promover
adequada protegdo contra a contaminagdo microbiana em

Xampus.

O cetoconazol, embora com atividade antibacteriana e
antifungica, ndao apresenta atividade antimicrobiana efetiva com

conservantes presentes nas matérias-primas de xampus.

Xampu com cetoconazol a 2%, preparado segundo a férmuia

estudada, necessita de adigdo de conservantes.

O metilparabeno, ativo contra Pseudomonas cepacia e Serraria
marcescens em solugdo, ndo é efetivo, mesmo associado ao
propilparabeno, quando incorporado em xampu com cetoconazol
a 2%.

O 4cido salicilico na concentragdo maxima recomendada como
conservante (0,5%) ndo & eficiente para a conservagao de xampu

com cetoconazol a 2%.
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Os xampus contendo 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol a 0,05% e
0,025%, ou hidroximetilglicinato de Sédio a 0,5% ou fenoxietanol
associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano a 0,025 e 0,05%
estao adequadamente conservados, segundo as especificagbes
do teste de eficacia de conservantes, tanto pelo método da
regressao linear como do oficial.

O 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol a 0,025%, o fenoxietanol
associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano a 0,05% e o acido
salicilico a 2,%, concentragado utilizada como queratolitico,
constituem sistemas conservantes eficazes em xampu anticaspa

com cetoconazol a 2%, confirmado pelo tese de uso.

Os xampus anticaspa com cetoconazol a 2% contendo
fenoxietanol associado a 1,2- dibromo-2,4-diciano-butano a
0,05% ou o acido salicilico a 2,% apresentam estabilidade do

principio ativo e sistemas conservantes adequados.
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APENDICE

Abaixo estdo as tabelas | a XV, das quais se extrairam os dados para
a construcdo das figuras anteriormente citadas.
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TABELA | Logaritmo decimal do nimero de bactérias sobreviventes
por mililitro em intervalos de tempo especificados pelo
método da regressado linear ® para 6 preparagbes de
xampus, 3 com cetoconazol e 3 sem 0 principio ativo, sem

conservante
- Tempo {horas)

Prep Microrganismo 0 2 4 8 24 48
1 S. aureus 6,3 4.8 4.2 35 <10 <10
1 P. aeruginosa 65 <10 <10 <10 <10 <10
1 P. cepacia 6.9 8,7 8,5 6,0 35 <10
2 S. aureus 6,3 59 57 40 <10 <10
2 P. acruginosa 65 <10 <10 <10 <10 <10
2 P. cepacia 6,9 56 55 50 38 2,5
3 S. aureus 63 52 3.8 29 <10 <10
3 P. aeruginosa 85 <10 <10 <10 <10 <10
3 P. cepacia 6,9 57 55 4.6 30 <10
4 S. aureus 6.3 59 52 35 <10 <10
4 P. aeruginosa 85 <10 <10 <10 <10 <10
4 P. cepacia 6,9 56 54 45 24 <10
5 S. aurcus 6,3 47 33 <10 <10 <10
5 P. aeruginosa 65 <10 <10 <10 <10 <10
5 P. cepacia 6,9 53 52 4.8 33 <10
8 S. aureus 6,3 58 5.4 45 <10 <10
8 P. aeruginosa 65 <10 <10 <10 <10 <10
8 P. cepacia 6.9 53 58 4.5 3,2 <10

2, 4 e 8 = xampu com o cetoconazol; 1, 3 @ 5 = xampu sem o principio ativo;
Prep = preparagéo
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TABELA Il Logaritmo decimal do namero de leveduras e bolores

sobreviventes por mililitro em

intervalos de

tempo

especificados pelo método da regressdo linear ® para 6

preparagbes de xampus, 3 com cetoconazol e 3 sem 0

principio ativo, sem conservante

B Tempa (horas)

Prep Microrganismo 0 2 4 8 24 48
1 C. albicans 57 55 56 4.5 41 <10
1 A niger 51 51 42 39 33 <10
1 M futwr 5.1 50 48 45 <10 <10
2 C. albicans 57 4,0 41 44 2,9 22
2 A. niger 51 4.1 38 35 28 <10
2 M. furfur 51 <10 <10 <10 <10 <10
3 C. albicans 57 57 586 44 32 24
3 A. niger 5.1 5.0 44 36 37 <10
3 M. furfur 5,1 5,1 4.9 47 <10 <10
4 C. albicans 57 33 36 28 37 2,5
4 A. niger 5,1 4,0 3.8 36 29 <10
4 M. furfur 51 <10 <10 <10 <10 <10
5 C. albicans 5,7 58 51 41 <10 <10
5 A. niger 51 5.0 41 33 <10 <10
5 M. furtur 5.1 50 45 <10 <10 <10
6 C. albicans 57 55 4.7 39 31 <10
6 A. niger 51 4.1 35 32 <10 <10
6 M. furfur 51 <10 <10 <10 <10 <10

2, 4 ¢ 6 = xampu com o cetoconazol; 1, 3 € 5 = xampu sem o principio ativo;

Prep = preparagiio
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TABELA Il Equagdes da reta, coeficientes de correlagdo e valores de

D obtidos para bactérias pelo método da regresséo linear
® para 6 preparagbes de xampu, 3 com cetoconazol e 3
sem o principio ativo, sem conservantes

Valor de Equagio R
Prep Microrganismo D {horas) da Reta
1 S. aureus 3,09 Y=-0,324 X+ 5845 -0,932
1 P. aeruginosa 038 Y=-2750X+6,500 - 1,000
1 P. copacia 693 Y=-0144X+7035 -0,998
2 S. aureus 346 Y=-0289X+5483 -0971
2 P. aeruginosa 0,3 Y=-2750X+6,500 - 1,000
2 P. cepacia 1289 Y=- 0,079 X +6,001 - 0,994
3 S. aureus 235 Y=-0,425X+6,045 -0,970
3 P. aeruginosa 0,36 Y =-2,750 X+ 6,500 -1,000
3 P. cepacia 712 Y=-0,141 X + 6,200 -0,945
4 S. aureus 285 Y=-0,351X+6,460 - 0,991
4 P. aeruginosa 0,36 Y=-2750X+6,500 -1,000
4 P. copacia 5890 Y=-0,170X+6,278 -0,967
5 S. aureus 160 Y=-0625X+6,183 -0,987
5 P. aeruginosa 0,36 Y =-2,750 X + 6,500 -1,000
5 P. cepacia 8,19 Y=-0,122X+86,012 - 0,906
6 S. aureus 4682 Y=-0216X+86.282 - 0,999
6 P. aeruginosa 036 Y=-2750X+6,500 - 1,000
6 P. cepacia 773 Y¥=-0,129 X+ 86,070 - 0,909

NC = ndo calculado; 2, 4 e 6 = preparagdes com celoconazof;, 1, 3 e 5

preparagdes sem o principio ativo,

preparagao

R = coeficiente de correlagdo; Prep
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TABELA IV Equagbes da reta, coeficientes de correlagdo e valores de

—_—
—

D obtidos para bactérias pelo método da regressio linear

% para 6 preparagdes de xampu, 3 com cetoconazol e 3

sem o principio ativo, sem conservantes

Valor de Equagao
Prep Microrganismo D (horas) da Reta R
1 C. albicans 1425 Y=-0070X+5623 -0911
1 A. niger NC Y=-0,074X+4865 -0,892
1 M. turfur 1259 Y=-0079X+5139 -0,996
2 C. albicans NC Y=-0061X+4641 -0B846
2 A. niger NC Y=-0078X+4494 -0889
2 M. furfur 049 Y=-2050X+5100 -1,000
3 C. albicans 13,55 Y=-0,074X+5573 -0954
3 A. niger NC Y=-0055X+4781 -0,764
3 M. furfur 1931 Y =-0,052X+5,169 -0951
4 C. albicans NC Y=-0,034 X+4084 -0,565
4 A_ niger NC Y=-0073X+4447 -00862
4 M. furfur 049 Y=-2050X+5100 -1,000
5 C. abicans 484 Y=-0207X+5836 -0985
5 A niger 416 Y=-0,240X+5235 -0870
5 M. furfur 719 Y¥Y=-0139X+5150 -0954
6 . C. albicans 971 Y=-0103X+5391 -0916
6 A. niger 438 Y=-0220X+4763 -0914
6 M. turfur 049 Y=-2050X+5100 -1,000

NC = ndo calculado; 2, 4 e 6 = preparacdes com cetoconazol; 1, 3 e 5

preparagbes sem o principio ativo, R = coeficiente de cormrelagdo; Prep

preparagac
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TABELA V Logaritmo decimal do nimero de bactérias sobreviventes

por mililitro em intervalos de tempo especificados pelo
método Oficial da BP 93 ? e do CTFA ® para 3

preparagdes diferentes de xampu com e sem cetoconazol,

mas sem conservante

— Tempo {(dias)

Prep Micromganismo 0 2 7 14 21 28
1 S. aureus 63 <10 —_ —_ — <1,0
1 P. aeruginosa 85 <10 <10 — -— <1,0
1 P. cepacia 869 <10 —_ —_ — <10
2 S. aureus 63 <10 —_ — -— <1,0
2 P. aeruginosa 65 <1,0 — — — <10
2 P. copacia 6.9 25 <10 — —_ <10
3 S. aureus 63 <10 — — _— <1,0
3 P. eeruginosa 85 <10 — -— - <10
3 P. cepacia 69 <10 —_— — e <1,0
4 S. aureus 63 <10 — — —_— <1,0
4 P. aeruginosa 65 <10 —_— —_ — <10
4 P. cepacia 69 <10 — — — <10
5 S. aureus 63 <10 —_ -— — <1,0
5 P. aeruginosa 65 <10 — — — <1,0
5 P. cepacia 69 <10 — -— — <10
6 S. aureus 63 <10 — —_ -— <10
6 P. aeruginosa 65 =<1,0 — — —_ <1,0
6 P. copacia 89 <10 — e —_ <1,0

ﬁ

—- nAo foi analisado; 2, 4 e 6 = xampu com 0 cetoconazol; 1, 3 e 5 = xampu sem

o principio ativo; Prep = preparagio
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TABELA M Logaritmo decimal do nGmero de leveduras e bolores

sobreviventes por mililitro em

intervalos de tempo

especificados pelo método oficial da BP 93 %' e do CTFA &
para 3 preparagdes diferentes de xampu com e sem
cetoconazol, mas sem conservante

Tempo (dias)

Prep  Microrganismo 0 2 7 14 21 28
1 C. albicans 57 <1,0 — —_ — <1,0
1 A. niger 5,1 <1,0 —_ —— —_ <1,0
1 M. fufur 5,1 <10 —_ _— — <1,0
2 C. ahbicans 57 22 <10 ane —_— <1,0
2 A. niger 5.1 <1,0 e wman — <1,0
2 M. furfur 51 <1,0 - - —— <1,0
3 C. albicans 57 24 <10 - — <1,0
3 A. niger 5.1 <1,0 -—_ —_ —_ <1,0
3 M. fufur 51 <1,0 —_ —_ —_ <1,0
4 C. albbicans 57 35 <10 — —_ <10
4 A. niger 51 <10 — — — <1,0
4 M. fufur 5,1 <10 — — — <10
5 C. albbicans 57 <1,0 - — —_ <10
5 A. niger 51 <10 — —_ —_ <1,0
5 M. furfur 51 <1,0 — — — <10
6 C. albicans 57 <10 — — —_ <10
6 A. niger 5.1 <1,0 -— - — <10
8 M. furfur 51 <10 -— — — <10

— ndo foi analisado; 2, 4 e 6 = xampu com o cetoconazol; 1, 3 € 5 = xampu sem

o principio ativo; Prep = preparacéo
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do numero de microrganismos

sobreviventes em unidades formadoras de coldnias por

mililitro (UFC/mL) em intervalos de tempo especificados

pelo método da regressédo linear

aquosas de conservantes Sc1 a Sc7

28

Conservante e Microrga- _Tl';-mpo {horas)

Sol Concentragao nismo 0 2 4 8 24 ]

Sei  2-Bromo-2-nitropropano- P. cepacia 68 57 57 26 <10 <10
1,3-diol a 0,05%

Sc1  2-Bromo-2-hitropropano- S. marcescens 64 52 48 15 <10 <10
1,3-diol 2 0,05%

Sc2 5-Bromo-S-nitro-1,2-dioxane . cepacia 68 82 88 586 28 <10
a0,05%

Sc2 S-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano 8. marcescens 54 852 59 44 <10 <10
a0,05%

Sc3  Imidazolidini uréia P. cepacia 68 55 §7 45 <10 <10
a 0.300%

Sc3  Imidazokdinil uréia 8. marcescens 6.4 52 8,1 61 a7z 35
a0,200%

Scd4 Diazolidinil uréia P, cepacia 68 50 28 <10 <10 <10
a0230%

Sc4  Diazolidinil uréia 8. marcescens 64 61 60 50 16 <10
a0,250%

5c5  Hidroximetilghicinato P. cepacla 68 <10 <10 <10 <10 <10
de Sdédio a 0,250%

Sc5  Hidroximetilglicinalo S. marcescens 64 55 45 20 <10 <10
de Sddio a 0,250%

Sc6 Metilparabeno P, cepacia 68 83 51 <10 <10 <10
a 0,200%

ScB Melilparabeno &, marcescens 64 61 57 32 <10 <10
a 0,200%

Sc7 Fenoxietanol e 1, 2dibromo- P, cepacia 64 82 66 58 <10 <10
2 4-dicianobutano a 0,050%

Sc7 Fenoxietanol e 1,2-dibromo-  S. marcescens 64 62 568 45 <10 <10

2 4-dicianobutano a 0.050%

e ———————————— e —
e —————————————

rl

Sol = solugéo do conservanie

para as solugdes
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TABELA VIl Equagdes da reta, coeficientes de correlagéo e valores de

D obtidos pelo método da regressao linear *® para solugbes

aquosas de conservantes Sc1 a Sc7

s—

Conservarte e —Microrg-a- Valor de

Sol Concentragio nismo D (horas) Equagio da reta R

S¢1 2-Bromo-Z-nitroprepano- P. cepacia 187 Y=-0509X+6980 -0980
1,3diol 2 0,05%

Sc1 2-Bromo-2-nitropropanc- S. marcescens 165 ¥Y=-0604X+6540 -0988
1,3-diol 2 0,05%

Sc¢2  5-Bromo-S-nitro-1,3-dioxano F. cepacia 592 ¥Y=-0188X+6624 -0978
a 0,05%

S5¢2  5-Bromo-S-nitro-1,3-dioxano S. marcescens 39 ¥Y=-0256X+6620 -0963
a 0,.05%

Sc3 Imidazolidinil uréia P. cepacia 391 ¥Y=-0256X+6520 -0926
a 0,300%

5¢3 Imidazolidinil uréia S. marcascens 1488 Y=-0067X+86206 -0927
a 0,305

Sc4  Diazolidinil uréia P. cepacia 1,00 Y=-1000X+6867 -0,998
a0,250%

Sc4  Diazolidinil uréia S. marcescens 490 Y=-0204X+8771 -0,968
a 0,250%

S¢S Hidroximetilglicinato P. copacia 0,34 Y=-2900X+6600 -1000
de Sddio a 0,250%

5c5  Hidroximetilglicinato S. marcescens 1,80 Y=-0554X+6540 -0997
de Sddio a 0,250%

Sc6  Melilparabeno P. capacia 235 Y=-0425X+6917 -097
a 0.200%

S5c6  Metilparabeno S. marcescens 245 Y=-04BX+6780 -095
a 0,200%

Sc7  Fenoxietanol e 1,2-dibromo- P. copacia NC Y=-0110X+6760 -0,864
2, 4-diciancbutano a 0,050%

Sc7  Fenoxietanol e 1,2-dibromo- S. marcescens 406 Y=-0247 X+ 6540 -0,989
2 4-dicianobutano a 0,080%

NC = ndo calculado; R = Coeficiente de correiaglo; Sof = solugdo do conservante



TABELA IX Logaritmo decimal

sobreviventes por mililitro em
especificados pelo método oficial da BP 93 %' e do CTFA #
para as solugbes de conservantes Sc1 a Sc7

170

do numero de microrganismos

intervalos de tempo

Congervante e Microrga- Tempo (dias)

Sd Concentragdo nismo 0 2 7 14 21 2z

Sc1  2-Brome-2-nitropropanc- P. cepacia 88 <10 —— —_ — <10
1,3diol 8 0,05%

Sei  2-Bromo-2-nitropropano- 5. marcescens 64 <10 — — — <10
1,3dicl a0,05%

862 S5-Bromo-S-nitro-1,3-dicxano  P. cepacia 68 <10 — _— — <10
a0,05%

Sc2 S5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano  S. marcescens 64 <10 —_ _ — <10
a0,05%

S¢3  imidazolidinil uréia P. cepacia 68 «10 -— — — <10
a0,300%

S¢3  Imidazolidinil uréia S. marcescens 64 35 <10 — —_ <10
a0,300%

Se4  Diarolidin uréia P. cepacia 68 <10 — — — <10
a 0,250%

Sca  Diazokidini! uréia 5. mamcescens 64 <10 — — — <10
a0,250%

S$¢5  Hidroximetilglicinato P. cepacia 68 <10 <10 — — <10
de Sodio a 0,230%

5¢5 Hidroxmetilglicinato 5. marcesgens 64 <10 <10 —_— — «10
de Sadio a 0,250%

Sc6 Metiparabeno P. cepadia 68 <10 — — — <10
a 0,200%

S¢6 Metilparabeno S. marcescens 64 <10 _ — -_— <10
a 0,200%

Sc7 Fenoxietanol & 1,2-dibromo-  P. cepacis 68 <10 — — — <10
2 4-dicianobutanc a 0,050%

Sc7 Fenoxletanol e 1,2-dibromo- S, marvescens 84 <10 —_ —_— —_— <10
2 4dicianobuteno a 0,050% _ _

—— nao foi analisado; Sol = solugdo do conservane
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do numero de microrganismos

sobreviventes em UFC/mL (Unidades formadoras de
coldnias por mililitro) em intervalos de tempo especificados
pelo método da regressao linear ® para as preparagdes 7

aild
- Conservante Microrga- Tempo (horas)
Prep Concentragio nismo 0 2 4 8 24 @
7 2-Bromo-2-nitropropano- P. cepacia 65 49 <10 <10 <10<10

1,3-diol a 0,05%
7 2-Bromo-Z-nitropropano-
1,3diol 3 0,05%
8 2-Brormo-Z-nitropropano-
1,3-diol a 0.025%
8 2-Bromo-2-nitropropano-
1,3-diol a 0,025%
S Hidroximetilglicinato
de Sddic a 0,250%
8§ Hidroximetiiglicinato
de Sédio a 0,250%
10 Hidroximetilgiicinato
de Sidio 8 0,125%
11 Hidroximetilglicinato
de Sodio a 0,50%
12 Metilparabena
a 0,200%
12 Metilparabeno
a 0,200%
13 Meatilparabena
a 0,300%
14 Metilparabenc
a 0,400%

8. marcescens

P. capacia

S. marvescens

P. cepacig

5. marcescens

P. cepacia

66 45 «<10<10<10 <10

65 54 <10<10 <10 <10

86 60 26 =<10<10 <10

85 <10 <10 <10 <10 <10

66 B3 47

47 45 486

65 46 <10 <10 <10 <10

66 59 <10 <10<«10<10

65 55 50

69 65 64

69 68 65

6% 67 67

26 <10 <10

53 38 23S

65 65 66

85 65 62

Prep = preparacdo
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do numero de microrganismos

sobreviventes em UFC/mL (Unidades formadoras de

coldnias por mililitro) em intervalos de tempo especificados

pelo método da regressao linear *® para as preparagdes 15

ais
Conservante Microrga- Tempo (horas) =
Prep Concertrac3o nismo 0o 2 4 8 24 @
15 Metil e Propilparabeno P. cepacia 65 43 38 22 12 <10
a (0,18 e 0,02%)
15 Metil e Propilparabeno S.marcescens B8 58 55 39 18 <10
8 {0,18 e 0,02%)
16 Metit e Propilparabenc P. cepacia 65 45 33 24 14 <10
a (0,16 e 0,04%)
18 Metil e Propilparabeno S.marcescans 89 60 57 47 17 <10
a (0,16 e 0,04%)
17 Fenoxietanol e 1,2-dibromo- P. cepacia 65 44 35<10<10<10
2 4-dictanobutanc 0,060%
17 Fenoxietanol e 1,2-dibromo- S. marcescens 66 568 20 <10<10 <10
2,4-dicianobutano 0,.050%
18 Fenoxistanot e 1,2-dibromo- P. cepacia 85 52 26<10<10 <10
2. 4-diciancbutano 0,025%
18 Fenoxielanol & 1,2-dibromo- S. marcescans 66 60 34 <10 <10 <10

2 4-dicianobutano 0,025%

Prep = preparacio
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do numero de microrganismos

sobreviventes em UFC/mL (Unidades formadoras de
coldnias por mililitro) em intervalos de tempo especificados

pelo método da regressao linear ® para as preparagdes 25

a3z
=Conservante — Microrga- Tempe (horas)
Prep Concentraglo nismo 0 2 4 8 24 48
25 Acido salicilico a 0,25% P. cepacia 65 55 50<10<10<10
25 Acidosaliciicoa0,25%  S.mercescens 68 65 64 65 60 56
26 Acido salicilico a 0,50% P. cepacia 85 51 29«10«10 <10
26 AcidosaliciicoaD50%  S.marcescens 66 65 65 64 48 31
27 Acido salicllico a 0,75% P. capacia 65 <10 <10<10 <10 <10
27 Acido salicilico 2 0,75% S.marcescens 66 65 66 66 45 <10
28 Acido salicilico a 1,00% P. cepacia 65 <10 <10 <10<10 <10
28 Acido saliclicoa100%  S.memescens 66 65 58 20<10<10

M

ol

74

74

______,_.—-——-—____-—'_,_.'———._-——_

Acido salicilicoa 1,25%

Acido salicilico a 1,25%

Acido salkcilico a 1,50%

Acido salicilico a 1,50%

Acido salicilico a 1,75%

Acido salicllico a 1,75%

Acido salicllico a 2,00%

Acido salicllico a 2,00%

Prep = preparaciio

P. cepacia

S. marcescens

P. cepacia

S. marcescens

P. cepacia

S, marcescens

P. cepacia

5. marcescens

65 <10 <10 <1010 <10

668 62 53 <10<10<10

65 <10 <10 <10 <10 <10

66 62 40<10<10 <10

65 <10 <10 <10 <10 <10

86 56 27 <10<10<10

B5 <10 <10 <10 <10 <10

66 <10 «10<10 <10 <10
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TABELA Xlll Equacgbes da reta, coeficientes de correlagdo e valores de

D obtidos pelo método da regressdo linear ® para as

preparagbes 7 a 14

Conservante & Microrga- Valor de
Prep Concentracdo nismo D (horas) Eqrmxclo da Reta R
7 2-Bromo-2-nitropropano- P. cepacia 0,63 =-1600X+8100 -1000
1,3-diol 8 0,05%
7  2-Bromo-2-nitropropano- S. marcescens 055 Y=-1060X+6600 -1000
1.3diol 3 0.05%
8  2-Bromo-2-nitropropano- P. cepacia oo ¥Y=-1100X+7600 -1000
1,3-diol 2 0,025%
8  2-Brome-2-nitropropano- S. marcescens 100 Y=-1000X+7067 -0827
1,3-diol a2 0,025%
9  Hidroximeatiigiicinato P. cepacia 0386 ¥Y=-270X+650 -1,000
de Sddio a 0,250%
9  Hidreximetilglicinato 5. marcescens NG Y=-000X+565 -058
de Sédio a 0,250%
10  Hidroximetilgkicinato P. copacia 1,05 ¥Y=-080X+6500 -1,000
de Sédio a 0,125%
11 Hidroxdmetilgiicinato &. marcescens 2,86 Y=-030X+6600 -1000
de Sadio a 0,50%
12  Metilparabeno P. cepacia 2,08 Y=-0480X+6580 -0991
a 0,200%
12 Metlparabeno 5. marcescens NG Y=-001M X+6540 -0892
a 0,200%
13 Metilparabeno §. marcescens NC Y=-0004X+6684 -0372
a 0,300%
14  Metilparabenc 5. marcescens 8,47 Y=-0118X+6752 -0912
a 0,400%

NC = Nio calculado; R = coeliciente de comela¢io; Prep = preparagio
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TABELA XIV Equagdes da reta, coeficientes de correlagdo e valores de

D obtidos pelo método da regressdo linear ® para as

preparagbes 15a 18

Conservante e

Microrga- Valor de

Prep Concentragdo nismo D (horas) Equagdo da Reta R

1S5 Metil e Propilparabeno P. cepacia NC Y=-0179X+4964 -0847
a (0,18 e 0,02%)

15 Metil e Propilparabeno 8. marcescens 500 Y=-0200X+6M9 -0865
a (0,18 e 0,02%)

18 Metil e Propilparabeno F. capacia NC Y=-0,169x+4900 -0822
a (0,16 e 0,04%}

16  Metil e Propilparabenc S. marcescens 483 Y=-0207X+6572 -0965
a (0,16 e 0,04%)

17 Fenoxietanol e t 2-dibromo- P. cepacia 1.33 Y=-0750X+6300 -058
2 4-dicianobutano 0,050%

17 Fenoxietanol e 1,2-dibromo- 5. marcescens 087 Y=-4190X+ 7033 -0951
2 4-dicianobutano 0,050%

18  Fenoxietanol e 1,2-dibromo-  P. cepacia 103 Y=-0875X+67T17 -0982
2 ddicianobutano 0,025%

18 Fenoxietanol e 1,2-dibromo- 8. marcescens 1,25 Y=-0800X+6933 -0941
2 4-dicianobutano 0,025%

NC = Nio calculado; R = coeficiente de comelagio; Prep = preparagao
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TABELA XV Equacdes da reta, coeficientes de correlacdo e valores de
D obtidos pelo método da regressdo linear ® para as

preparagbes 25 a 32
o Conserv;_r;e e M?org& Valorde —
Prep Concentragio nismo D {horas) Equagio da Reta R
25  Acido salicilico a 0,25% F. cepacia 267 Y=-0375x+6417 -0982
25 Acido saliciiico a 0,25% S.marcescens 4878 Y =-00021 X+68561 -0584
26 Acido salicllico a 0.50% P. cepacia 1,11 Y=-0900X+6633 -09
26  Acido salicilico a 0,50% 8. marcescens 1314 Y=-0075X+6740 -0994
27 Acido saliclico a 0,75% F. cepacia 0%  Y=.2T0x+650 -1,00
27  Acido salicilico a 0,75% S.marcescens 11,10 Y=-0513X+6854 -0947
28 Acido salicilico a 1,00% P. capacia 03 Y=-270x+E850 -1,00
28 Acido salicitico a 1,00% S. marcescens 1,87 Y=-0590X+7320 -0930
20 Acido salicilico a 1,25% P. capacia 0,36 Y=.2750x+650 -1,00
2 Acido salicflicoa 1,25% 5. marcescens 3m Y=-0325X+6683 -0976
30  Acido salicliico a 1,50% P. cepacia 036 Y=-270x+650 -1,000
0  Acido salicliico a 1,50% S. marcescens 1,54 Y=-0650X+6800 -0929
31 Acido salicllico a 1,75% P. cepacia 0,38 Y=-270x+6500 -1,000
31 Acido salicllico a {,75% S. marcescens 1,03 Y=-0975X+6983 -0947
42  Acido sallcifico a 2,00% P. cepacia 0,36 Y=.270x+8500 -1000
32 Acido saiclkco a 2.00% S. marcescens 0,98 Y=-2800X+660 -1000
S ———————————— — —————— — — —

NC = Niio calculado; R = coeficiente de comelagdo; Prep = preparagio
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do numero de microrganismos

sobreviventes em UFC/mL nos intervalos de tempo
especificados pelos métodos oficiais da BP 93 * e do

CTFA * para as preparagdes 7 a 14

Conservante e Microrga- N Tempo (dias) o
Prep Concentragio nismo 0 2 T 14 ral A
7  2-Bromo-2-nitraproepano- P. cepacia 65 <10 —_ — — <10
1,3-diol a D,05%
7 2-Bromo-Z-nitropropanc- $. marcescens 88 <10 - — — <10
1,3-diol @ 0,05%
8  2-Bromo-2-nitropropanc- P. cepacia 65 <10 —_ — — <10
1, 3-diol 8 0,025%
8  2-Bromo-2-nitropropanc- S. marcescans 66 <10 — -_ - <10
1,3-diol 2 0,025%
&  Hidroximetilglicinate P. cepacia 65 «10 — —_ — <10
de Sidio a 0,250%
&  Hidroximetiiglicinato 5. marcescens 86 46 50 50 61 6.0
de Sidio a 0,250%
10  Hidroudmetilglicinato P. cepacia 65 <10 —_ —— — <10
de Sidio a0,125%
11 Hidroximetilgiicinato S. marcescans 66 <10 — -_— — <10
de Sddio a 0,50%
12 Melilparabeno F. copacia 65 <10 - — —_ <10
a 0,200%
12 Meliparabeno 5. marcescens 69 36 37 88 70 68
a 0,200%
13 Metiiparabeno 3. marcescons 89 66 &5 64 67 6,6
a 0.X10%
14 Metilparabeno S. marcescens 68 62 64 62 6t 6.2
a 0.400%

—_——e—

-— ndo foi analisado; Prep = preparacdo
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do numero de microrganismos

sobreviventes em UFC/mL nos intervalos de tempo
especificados pelos métodos oficiais da BP 93 ?' e do
CTFA *® para as preparagGes 15 a 18

Conservante e Microrga- Teinpo (dias)
Prep Concentragio TSmO 0 2 Fi 14 21 28
1S Metil e Propilparabena P. cepacia 65 <10 — —— — <10
a (0,18 e 0,02%)}
15 Metil e Propilparabeno 5. marcescens 69 <10 — - — <10
a (0,18 e 0,02%)
16  Metil ¢ Propilparabeno P. cepacia 65 <10 — -— — <10
a (0,16 e 0,04%)
168 Metil e Propilparabeno S. marcescens 89 <10 —_ — — <10
a (0,16 e 0,04%)
17  Fenoxietanol e 1,2-dibromo-  F. cepacia 65 <10 - —_ — <10
2 4-dicianobutano 0,050%
17 Fenoxietanol e 1, 2-dibromo- 5. marcescens 66 <10 — — — =10
2 4-dicianobutano 0,050%
18 Fenoxietanol e 1,2-dibromo- F. cepacia 65 <10 —_— - — <10
2 4 dicianobutano 0,025%
18 Fenoxietanol € 1,2-dibromo- S. marcescens 66 <10 — — — <10
2 4dicianobutano 0,025%

-— ndo foi analisado; Prep = preparagio
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do numero de microrganismos

sobreviventes em UFC/mL nos intervalos de tempo
especificados pelos métodos oficiais da BP 93 ?' e do
CTFA *# para as preparacSes 25 a 32

Conservante e Microrga- Tempo (dias)
Prep Concentragio nrsmo 0 2 7 14 21 B
25 Acido salicilico a 0,26% P. cepacia 65 =<10 — —_ — <10
25 Acido salicilico a 0,25% S. marcescens 66 56 <10 — — <10
26 Acido sahcilico a 0,50% P cepacia 65 <10 -~ —= — <10
26  Acido salicllico a 0,50% S. marcescens 66 31 <10 — — <10
27 Acido salicilico a 0,75% P. capacia 65 <10 =~ — — <10
27  Acido salicilico a 0,75% S.marcescens 66 <10 — — @ — <10
28 Acido salicitico a 1,00% P. cepacia 65 <10 — — — «10
28 Acido salicilico a 1,00% S. marcescens 668 <10 ~ — = <10
20 Acwdo salicilico a 1,25% P. cepacia 65 «10 — — — =10
29 Acido salicilico a 1,25% S.memescens 86 <10 — — — <10
20  Acido salicilico a 1.50% P. cepacia 65 <10 — — — <10
A Acido saliciico a 1,50% S. marcescens 88 <10 — — — <18
31 Acido salicilico a 1,75% P. cepacia 65 <10 - — = <10
31 Acido saticllico a 1,75% S. marcescens 66 <10 — — = «iQ
a2 Acido salicilico a 2,00% P. cepacia 65 <10 — — — <10
32  Acido salicilico a 2,00% S. marcascens 668 <10 o~ — = <10

ﬁ

- nio foi analisado; Prep = preparagao
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RESUMO

O xampu com cetoconazol 2% {p/v) é um dos produtos utilizados no
tratamento da caspa. Esta preparagdo apresenta propriedades
antimicrobianas resultantes ndo somente da atividade do proprio principio
ativo, mas também de conservantes que estdo, geraimente, presentes nos
tensoativos, matérias-primas de xampus. Neste trabaiho, verificou-se a
necessidade ou nido da adigdo de sistemas conservantes em xampus com
cetoconazol, preparados com tensoativos provenientes de 3 fabricantes. As
preparagdes foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana pelo teste
de desafio, segundo método da regressio linear e o oficial, frente aos
seguintes microrganismos:  Sfaphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Pseudomonas cepacia ATCC
17759, Candida albicans ATCC 10321, Aspergillus niger ATCC 16404 e
Malassezia furfur ATCC 14521, e também pelo teste de uso. Foram
detectadas diferengas de atividade antimicrobiana nos tensoativos de
diferentes procedéncias. Todas as preparagdes foram consideradas
adequadamente conservadas, tanto pelas especificagbes do método da
regressé&o linear como pelas do método oficial. Entretanto, o teste de uso
indicou a necessidade de adicdo de sistemas conservantes, pois uma das
amostras apresentou contaminagdo, sendo o microrganismo identificado
como Serratia marcescens. Este microrganismo e 0 Pseudomonas cepacia,
foram utilizados para os estudos desafios posteriores para selecao de

conservantes. Aqueles a serem incorporados no xampu foram selecionados
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previamente pelo teste de desafio, realizado em solugdes contendo a
metade da concentragio maxima permitida da substancia. Aqueles incluidos
nos xampus foram: hidroximetilglicinato de Sédio 0,125, 0,500 e 0,250%
(v/v), metilparabeno 0,20, 0,30 e 0,40% (p/v), metilparabeno associado ao
propilparabeno nas concentragdes de 0,18 com 0,02% e 0,16 com 0,04%
(p/v), fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano a 0,025 e
0,050% (viv), 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol a 0,025 e 0,050% (piv) e
acido salicilico a 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75 e 2,00% (p/v).
Todas as preparagdes foram consideradas adequadamente conservadas
frente a Pseudomonas cepacia, de acordo com a especificagdo tanto do
método de regressdo linear como a do método oficial. Entretanto, em
relagdo a Serratia marcescens, aquelas com metilparabeno e &cido
salicilico, em concentragdo inferior a 0,5%, ndo atenderam ao critério de
aceitagdo do método oficial. Na avaliagdo pelo método da regresséo linear,
além destas, as preparagdes com hidroximetilglicinato de Sédio a 0,25%,
metilparabeno associado ao propilparabeno e aquelas com acido salicilico
até 0,75% também ndo atenderam as especificagbes. As preparacdes
contendo 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol a 0,05%, acido salicilico 2,00% e
fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-2,4-dicianobutano a 0,05%, que
apresentaram eficacia antimicrobiana adequada, foram submetidas ao teste
de uso e ao teste de estabilidade do cetoconazol. Todas as amostras foram
aprovadas no teste de uso, entretanto na preparagéo contendo 2-Bromo-2-
nitropropano-1,3-diol a 0,05% o principio ativo ndo foi estavel.

Os xampus com fenoxietanol associado a 1,2-dibromo-24-
dicianobutano a 0,05% e com acido salicilico a 2% foram consideradas as

preparagdes mais adequadas entre as testadas.
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SUMMARY

One of the products used for the dandruff treatment is the shampoo
with ketoconazole 2%. The antimicrobial properties of this kind of
preparation are result of the activity of the active ingredient and the activity
of the preservatives, usually present into the surfactants, raw materials of
shampoos. In this study, shampoos with ketoconazole, prepared with
surfactants obtained from 3 manufacturers, were evaluated in relation to the
requirement for the preservative system. The antimicrobial activity of the
preparations was evaluated by challenge tests, using the linear regression
method and the official method, and by an in-use test. The microorganisms
tested were Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Pseudomonas cepacia ATCC 17759, Candida albicans ATCC
10321, Aspergilius niger ATCC 16404 and Malassezia furfur ATCC 14521.
The preparations were considered well preserved by the data obtained from
the tests, according to the criteria of the linear regression method and
according to the official method. However, when the in-use test was
performed, one sample showed to be contaminated with Serratia
marcescens, indicating the necessity of the inclusion of preservatives in the
formula. This bacteria and Pseudomonas cepacia were used in the
challenge tests for the preservative studies. In order to select the
preservatives to be included in the shampoos, challenge tests were
performed with solutions of these compounds. The selected preservatives

included into the shampoos were: sodium hydroximethylglicinate 0,125, 0,25
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e 0,50% (v/v), methylparaben 0,20, 0,30 e 0,40% (p/v), methylparaben 0,18
e 0,16% associated with propylparaben 0,02 and 0,04% (ph),
phenoxyethanol associated with 1,2-dibromo-2,4-dicianobutane at 0,025 and
0,05%, 2-Bromo-2-nitropropane-1,3-diol 0,025 and 0,05% (v/v) and salicylic
acid 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75 and 2,00% (p/v). The challenge
test performed with the preparations added with these preservatives showed
that all of them were well preserved from the data obtained against the
Pseudomonas cepacia, according to the requirements of the official method.
On the other hand, the shampoo with methyiparaben and other ones
containing less than 0,5% of salicylic acid did not attend the official
specification, when Serratia marcescens was tested. The data from the
linear regression method showed that these preparations and shampoos
with sodium hydroximethyiglicinate 0,25%, with methylparaben associated to
propylparaben and that with salicylic acid 0,75% were not weil preserved.
Shampoos with 2-Bromo-2-nitropropane-1,3-diol 0,05%, with salicylic acid
2,0% and other one with phenoxyethanol associated to 1,2-dibromo-2,4-
dicianobutane 0,05%, that had showed effective preservative system, were
submitted to the in-use test. The ketoconazole stability was evaluated in
these samples. Nevertheless the ketoconazole was not stable in shampoo
with 2-Bromo-2-nitropropane-1,3-diol 0,05%, all the three preparations
passed in the in-use test. The shampoos with phenoxyethanol associated to
1,2-dibromo-2,4-diciancbutane 0,05% and that one with salicylic acid 2,00%

were considered the most suitable preparations.
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