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O acetato de hidrocortisona é um corticoide de uso tépico que trata de maneira muito eficiente as
dermatites. Porém, sua eficiéncia na terapia topica estd relacionada aos processos de liberagdo e
permeacdo nas camadas da pele. No presente trabalho, foram feitos ensaios in vitro utilizando o modelo
de Células de Franz para determinar a difusdo do farmaco com membrana de acetato de celulose, bem
como sua permeacao com biomembrana de estrato corneo de muda de cobra da espécie Boa constrictor.
Todas as aliquotas foram analisadas por espectrofotometria ultravioleta visivel (UV/Vis). O estudo de
difusdo e permeacdo revelou boa uniformidade entre os trés lotes do produto avaliado. Em termos de
coeficiente de permeabilidade, verifica-se que houve maior quantidade de hidrocortisona difundida do
que permeada, em que o Kp do acetato de celulose foi de 0,0340 cm min™ e 0 Kp do biomembrana foi de
0,0027 cm min™.
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Evaluation of release and permeation to the topic hydrocortisone acetate

The hydrocortisone acetate is a topical corticosteroid which is very efficiently dermatitis. However their
efficiency in topical therapy is related to processes of release and permeation in the skin layers. In this
study, were made in vitro tests using Franz Cells Model to determine the diffusion of the drug with
cellulose acetate membrane, and its bio-membrane permeation of stratum corneum molting snak especies
Boa constrictor. All aliquots were analyzed by spectrophotometry ultraviolet visible (UV / Vis). The
study of diffusion and permeation showed good uniformity between the samples of the product evaluated.
In these studies, the permeability coefficient in release systems is greater that in permeability systems,
where Kp cellulose acetate was 0.0340 cm min™ and Kp bio-membrane was 0.0027 cm min™.
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1. INTRODUCAO

A dermatite de contato é uma dermatose causada por substancias do ambiente que entram em
contato com a pele'. Vérios elementos podem ser responséaveis pela dermatite de contato, entre
eles: medicamentos, cosméticos, agentes ocupacionais e inseticidas (DDT)®. Podem se
manifestar eczemas em sua fase aguda, subaguda ou crdnica na regido do corpo do paciente’.

Os principais farmacos atuantes na inflamacdo da dermatite de contato sdo: corticosteroides,
metotrexato, ciclosporina, pimecrolimus e tacrolimus®. Os corticoides topicos s&o considerados
0s produtos dermatolégicos com maior frequéncia nas prescri¢cdes médicas e had mais de 50 anos
tém exercido importante papel no tratamento de inimeras doencas nas quais estdo envolvidos
mecanismos imunes e inflamatdrios, inibindo seus mediadores®.

O acetato de hidrocortisona (Figura 1) pertence a categoria dos adrenocorticoides e possui
acdo anti-inflamatdria. Sua formula molecular é C,3H3,0s com peso molecular igual a 404,5
g/mol. Apresenta-se na forma de um pé branco ou quase branco, inodoro, insoltivel em agua.
Uma parte dissolve-se em 230 partes de alcool etilico ou em 150 partes de cloroférmio e seu
ponto de fusdo é cerca de 220°C>,
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Figura 1: Estrutura molecular do acetato de hidrocortisona®

O acetato de hidrocortisona é indicado para os varios tipos de dermatites: de contato, eczema
atopicos, dermatites numular, dermatite de estase, disidrose, dermatites seborreicas, psoriase,
picadas de inseto e queimaduras de 1° grau®.

Os farmacos de administracdo tépica tanto podem agir no local da aplicagdo como podem
produzir efeito sistémico®. A absorcdo do farmaco pela pele é ampliada se conter o coeficiente
de partic&o lipidio/agua favoravel e se for ndo eletrolitico®. Os farmacos absorvidos penetram na
pele através dos poros, das glandulas sudoriparas, dos foliculos pilosos, das glandulas sebaceas
e de outras estruturas anatdmicas da superficie da derme®. Os cremes sdo definidos como
“emulsdes liquidas viscosas ou semi-solidas do tipo 6leo em 4gua ou agua em 6leo”. Os cremes
evanescentes sdo emulsGes de dleo em agua que contém grande percentual de agua e &cido
estedrico®. Apos a aplicacdo, a agua evapora, deixando um fino filme residual de &cido
estearico’.

A pele é o maior érgdo do corpo humano e é constituida por uma camada de células
superficiais chamada epiderme, a derme que é intermediaria e uma camada profunda de tecido
conjuntivo, a hipoderme®’. A epiderme é composta por tecido epitelial estratificado
queratinizado, a derme tem agdo reguladora sobre a morfogénese e diferenciagdo epidérmica e a
hipoderme contém as glandulas sudoriparas, vasos sanguineos e linfaticos e os nervos cutaneos®.
A camada profunda, mais organizada, é uma camada de tecido conjuntivo denso que reveste as
estruturas profundas (por exemplo, os musculos)®. A epiderme é constituida por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado derivado do ectoderma e este, por quatro populagdes de
células: queratincitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel’. Devido a
citomorfose dos queratindcitos durante a sua migragdo da camada basal de epiderme até a sua
superficie, temos morfologicamente cinco zonas distintas na pele: estrato basal (germinativo) - a
mais interna de todas -, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato ltcido e estrato corneo’.

O estrato corneo é a camada mais superficial da pele, possui numerosas camadas de células
achatadas, queratinizadas, com um plasmalema espessado, as quais ndo possuem nucleo nem
organelas, porém possuem filamentos de queratina embebidos na matriz amorfa. As células
mais afastadas da superficie da pele mostram desmossomas; ja as mais proximas sao chamadas
de células escamosas ou cornificadas, ndo apresentam desmossomas e estdo prestes a ser
descamadas”®.

O estrato corneo de pele de cobra vem sendo sugerido como opcdo na avaliacdo de
permeacdo in vitro devido a facilidade de obtencdo e similaridade com a pele humana®. Em
estudos realizados com a pele da Boa constrictor foram identificadas camadas celulares: -
queratinas (mais externa), a-gqueratinas, mesos-queratinas, estruturas multilamelar e camada
lipidica intercelular®*. Ainda existe grande similaridade na permeabilidade da agua entre a pele
de cobra e 0 estrato corneo humano®. Também ha semelhanca na composicéo lipidica do estrato
corneo humano e da pele de cobra, principal barreira para a penetragio da agua. Acidos graxos
com cadeia contendo 16 e 18 4&tomos de carbono sdo predominantes’.

Pode-se definir difusdo como sendo o processo de transferéncia de massa de moléculas
individuais de uma substancia, por meio de movimentos moleculares aleatérios associados a
gradientes de concentracdo™. O fluxo das moléculas pode ocorrer por meio de membranas
fisicas ou biolégicas''. Um exemplo de difusdo molecular simples ocorre no transporte de um
farmaco por meio de uma membrana polimérica envolvendo sua dissolucdo na matriz da
membrana®’. A verificagdo da primeira lei de Fick da difusio mostra que o feito maximo pode
ser obtido se o excipiente da formulacdo permear o estrato cOrneo, ou seja, se ocorrer a
transferéncia de massa'" ®. O estrato corneo é intercalado na sua estrutura lipidica, o que
provoca a destruicdo do seu empacotamento. Logo ha maior fluidez e, portanto, pode aumentar
o coeficiente de difusdo do farmaco™ ®. A permeabilidade do farmaco é controlada somente
pelo estrato corneo: quanto mais hidratado o estrato corneo melhor sera a permeabilidade™.

O presente trabalho teve por objetivo realizar estudos relacionados & difusdo e
permeabilidade de um farmaco, o acetato de hidrocortisona, em ensaios in vitro, com membrana
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sintética e bioldgica. Foca, principalmente, a permeabilidade do estrato cérneo da pele de cobra,
por meio das Leis de Fick. Ainda verifica a qualidade de produtos e contribui também para
posteriores pesquisas nessa area do conhecimento.

2. MATERIAIS E METODOS

Para as analises foi selecionado o produto farmacéutico Berlison®, fabricado por Newprod
S.A.1.C, Buenos Aires-Argentina, importado por Bayer S.A. e registrado por Intendis do Brasil
Farmacéutica Ltda. na forma de creme e concentracéo de 10 mg g™, disponivel nas farmacias e
drogarias, medicamento de referéncia nacional conforme Lei 9.787/99'%, Foram utilizados trés
lotes diferentes do mesmo produto (lote 446, lote 447 e lote 449). Cada grama de Berlison®
contém 11,2 mg de acetato de hidrocortisona (equivalente a 10 mg de hidrocortisona) e como
excipientes tem-se: estearato de polioxil 40, alcool estearilico, petrolato liquido, petrolato
branco, edetato sodico, carbdmer, hidroxido de sodio, metilparabeno, propilparabeno e agua
purificada.

A partir do principio ativo acetato de hidrocortisona da marca Pharma Nostra, lote
10114719A, foram feitas solucBes de trabalho com concentragdes de 1 mg L™; 5 mg L™; 13 mg
L 23mg L™ 33 mg L™ e 42 mg L™. O acetato de hidrocortisona foi diluido em alcool etilico
absoluto, ja que o acetato de hidrocortisona é insollvel em &gua, sendo em seguida realizado
uma varredura de 190 a 900 nm em espectrofotémetro UV/Vis (com [| max = 254 nm), com a
finalidade de determinar o pico de maior absorbancia. A partir dessa determinacdo, partiu-se
para a construcdo da curva de calibragdo. A solucdo de calibragdo usada na leitura foi o etanol
(branco). Apos esse procedimento as absorbancias das demais solugdes foram determinadas. Os
dados foram tratados pelo software Origin®. A fim de avaliar a reprodutibilidade do processo, a
técnica foi realizada em triplicata.

As andlises de difusdo e permeagdo in vitro foram realizadas em uma célula de difuséo
vertical tipo Franz, contendo uma membrana de acetato de celulose (Sartorius Stedim Biotech
com porosidade de 0,45 um) e biomembrana de muda de pele de cobra (Boa constrictor), cedida
pelo Museu de Ciéncias Naturais da Univates. A &rea exposta de ambas as membranas foi de
4,91cm?, sendo este valor usado na determinacdo do fluxo (J) de liberagdo e permeacdo do
produto analisado.

As biomembranas foram reidratadas com uma solucdo de azida sddica na concentragao de
0,002% e permaneceram expostas nesta solugdo por um periodo de 48 horas. Antes da
realizacdo dos ensaios de permeabilidade todas as biomembramas foram lavadas com &gua
destilada®™.

A célula vertical tipo Franz apresenta um compartimento doador e outro receptor, que foi
preenchido com uma solucéo receptora (&lcool etilico absoluto) capaz de criar uma condicao de
ndo saturacdo do sistema. Entre os compartimentos foi colocada a membrana artificial (acetato
de celulose) ou bioldgica (estrato corneo). Para simular a temperatura corpérea, a célula foi
introduzida em banho ultratermostatizado (MA-083 Marconi) pré-aquecido a 37° C. Sobre a
regido da membrana de acetato de celulose e estrato cérneo exposto foi adicionado o agente
doador (Berlison®).

Na avaliacdo da liberacdo e permeacdo cutanea in vitro, foram realizadas analises de
varreduras espectrofotométricas (190 a 990 nm, com [ max = 254 nm) de aliquotas retiradas da
célula de difusdo a cada 10 minutos, para a verificacdo da presenca do substrato na solucdo
receptora. Os resultados foram obtidos por meio de um espectrofotdmetro Cary 100 Bio UV/Vis
Varian. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns testes realizados em laboratdrio permitem o melhor entendimento de mecanismos de
acdo de produtos de uso dermatoldgico, podendo ser realizados in vitro™.

Vérios trabalhos j& foram publicados empregando as células de Franz, atestando sua eficécia
na realizagdo de teste de difusdo e permeacéo in vitro de farmacos de uso dermatolégico®***,
ainda tendo como vantagem a aplicabilidade da primeira lei de Fick™. Por meio da aplicacio da
primeira lei de Fick da difusdo, pode-se obter um efeito maximo se o excipiente da formulacéo
permear o estrato corneo®.

Na Figura 2, plotaram-se os valores da absorbancia obtidos no espectrofotémetro UV/Vis
para o acetato de hidrocortisona em diferentes concentragdes. Por meio desses valores obteve-se
a equacdo da reta. A curva obtida foi f(x) = 0,01703.x + 0,05462, com R? = 0,95852 , tendo sido
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a partir dela possivel determinar a concentracdo difundida e permeada para cada amostra
analisada. Percebe-se ainda que a reta apresenta tendéncia linear e crescente, aumentando a
absorbancia a medida que a concentracao da solugdo aumenta.
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Figura 2: Curva da absorbancia versus concentra¢do do acetato de hidrocortisona

Para a obtengdo de bons resultados de difusdo e permeabilidade, é necessario que ocorra a
afinidade do farmaco em relagdo ao veiculo utilizado, pois serdo determinantes na obtengdo da
taxa de liberacdo do mesmo®®.

As Figuras 3 e 4 representam, respectivamente, a curva de difusdo e permeabilidade in vitro
realizada com a membrana de acetato de celulose e biomembrana, seguindo ambas uma cinética
de ordem zero crescente.

Os resultados obtidos, para 0 estudo realizado, com membrana de acetato de celulose e
biomembrana indicam que o fluxo de particulas é proporcional ao gradiente de concentragao,
conforme a primeira lei de Fick.

Para a obtencdo dos pardmetros de liberagdo e permeacdo no sistema analisado, sendo ele
isotrépico e apresentando propriedades difusionais em todas as dire¢des, utilizou-se a primeira
lei de Fick, seguindo-se 0 modelo de dose infinita, em que o gradiente de concentracdo é
consltsante, e consequentemente a concentracao de farmaco do compartimento doador também o
serd™.
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Figura 3: Quantidade liberada de acetato de hidrocortisona em membrana sintética de acetato de
celulose
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Figura 4: Quantidade permeada de acetato de hidrocortisona em biomembrana de estrato cérneo

O fluxo (J) foi calculado no estado estacionario a partir da porcdo linear da quantidade
liberada por area versus tempo'’. Os valores obtidos para os ensaios de liberagdo e permeacio
foram, respectivamente, 0,34 mg cm? e 0,027 mg cm?, Comparando esses valores com os de
trabalhos ja publicados na literatura’®'®, em que foi avaliada a permeacdo de acetato de
hidrocortisona em membranas de silicone, consideradas adequadas em rela¢do a simulacdo do
estrato corneo humano®, verifica-se que, com as devidas conversdes de unidades, os valores do
estudo de Raghavan e colaboradores (2001)™ e os realizados em biomembrana de muda de pele
de cobra Boa constrictor ficaram na mesma ordem de grandeza de valores, indicando que essa
biomembrana possui condi¢des adequadas para simular o estrato corneo humano. Esses
resultados reforcam estudos prévios realizados®* em que foi feita a avaliacdo por Differential
Scanning Calorimetry (DSC) tanto de membranas compostas por estrato corneo humano como
por biomembranas de muda de pele de cobra Boa constrictor, sendo observados picos
endotérmicos nas mesmas regides de temperatura, indicando transi¢oes de fase lipidicas do
estrato corneo, demonstrando similaridades entre essas membranas.

Ja o coeficiente de permeabilidade (Kp) foi calculado a partir do J no estado estacionario
versus a concentracdo de acetato de hidrocortisona no compartimento doador (C doador.férmaco)”,
conforme Equacéo 1.

KP: J/Cdoador (1)

O Kp do acetato de hidrocortisona estudado para a membrana sintética de acetato de celulose
foi 0,0340 cm min™; ja para biomembrana o valor foi de 0,0027 cm min™. Comparando esses
valores de Kp com estudos prévios publicados®, eles encontram-se na mesma ordem de
grandeza, quando avaliada a permeacdo de acido salicilico por biomembranas de Boa
constrictor.

As velocidades de liberagdo e de permeacdo variaram em até uma ordem de grandeza e a
liberag&o foi maior que a permeacdo, conforme esperado. A velocidade de permeacdo e o fluxo
sdo diretamente proporcionais & permeabilidade do farmaco na barreira (estrato corneo)®.

O fluxo de farmaco por meio do estrato cérneo (J) aumenta quando h& o incremento do
coeficiente de difusdo do farmaco na barreira e com a solubilidade do farmaco no estrato
corneo. Também aumenta com o aumento de concentracdo de farmaco no veiculo com o
decréscimo da sua solubilidade no veiculo®,

Estudos realizados com sistemas insaturados e saturados revelam que qualquer desvio do
comportamento linear implica em uma diminuicdo da fase doadora. No caso de sistemas
supersaturados uma diminuicdo no fluxo indica o inicio da instabilidade do gel*®. Assim os
estudos realizados por RAGHAVAN et al. (2000) demonstraram que o fluxo a partir de géis de



C. Dutra et al., Scientia Plena 9, 107202 (2013) 6

supersaturados de acetato hidrocortisona é proporcional para o grau de saturacdo de até 4,8
vezes a sua supersaturagéo.

Outros estudos ainda revelam que diferentes formulas dos excipientes podem modificar a
permeabilidade na pele. Alterando os pardmetros de solubilidade dos excipientes, a permeacéo
do farmaco na camada externa da pele pode ser aumentada e com isso se tem como resultado o
aumento do fluxo®.

4. CONCLUSAO

O presente estudo revelou a capacidade do farmaco acetato de hidrocortisona topica
comercial de promover a difusdo e permeacdo do acetato de hidrocortisona na pele. Ainda os
resultados sugerem maior liberacdo que permeacdo, sendo este resultado satisfatorio. O valor de
K, (0,0340 cm min™) para o acetato de celulose foi maior que o Kp (0,0027 cm min™) da
biomembrana, confirmando a maior liberacdo do farmaco em relacdo a permeacao.
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