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RESUMO

O acido glicélico é um alfahidroxiacido muito utilizado em produtos cosméticos com a
finalidade de melhorar marcas de sol, efeito do fotoenvelhecimento, melasma e reduzir
rugas e linhas de expressao, e para que se tenha os resultados esperados, ele precisa
ultrapassar a primeira barreira da pele, o estrato corneo. De acordo com a ANVISA em
2020, o método padronizado para a quantificacao do acido glicélico € a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, porém, com a finalidade de encontrar um método mais
barato, rapido e acessivel, o objetivo do trabalho foi desenvolver uma metodologia
analitica por espectrofotometria na regiao do UV-visivel. A metodologia foi validada de
acordo com a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) da ANVISA de N2 166,
considerando parametros de seletividade, linearidade, precisdo, exatidao e limites de
quantificagdo e deteccdo. A linearidade apresentou um coeficiente de correlagao de
0,9971 para o intervalo analitico de 7 a 49 pg.mL-, valores escolhidos para manter a
absorbancia com valor inferior a 1, acordo com a lei de Lambert-Beer. A repetitividade
e a precisao intermediaria apresentaram valores de coeficiente de variagdo de 0,85%
e 1,09%, respectivamente. Os valores calculados para limites de quantificacédo foi de
1,26 ug.mL'. Dessa forma, foi possivel verificar a validagdo desse método de
quantificacao, e considerando a simplicidade e baixo custo de execucéo, esse método
pode se tornar alternativa valida para a analise de cosméticos que contém o acido

glicdlico.

Palavras-chaves: acido glicolico; estudo de validagao; espectofotometria;



ABSTRACT

Glycolic acid is an alpha hydroxy acid widely used in cosmetic products with the
purpose of improving sun marks, photoaging effect, melasma and reducing wrinkles
and expression lines and in order to have the expected results, it needs to overcome
the first barrier of the skin, the stratum corneum. According to ANVISA in 2020, the
standardized method for the quantification of glycolic acid is high performance liquid
chromatography, however, in order to find a cheaper, faster and more accessible
method, the objective of the work was to develop an analytical methodology by
spectrophotometry in the UV-visible region. The methodology was validated in
accordance with the Resolution of the Collegiate Board of Directors (RDC) of ANVISA
N2 166, considering parameters of selectivity, linearity, precision, accuracy and limits
of quantification and detection. Linearity showed a correlation coefficient of 0.9971 for
the analytical range from 7 to 49 ug.mL-", values chosen to keep the absorbance below
1, according to the Lambert-Beer law. Repeatability and intermediate precision showed
coefficient of variation values of 0.85% and 1.09%, respectively. The calculated value
for quantification limits was 1.26 ug.mL-'. In this way, it was possible to verify the
validation of this quantification method, and considering the simplicity and low cost of
execution, this method can become a valid alternative for the analysis of cosmetics that

contain glycolic acid.

Keywords: glycolic acid; validation study; spectrophotometry;
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1. INTRODUCAO

A industria de cosméticos tem mostrado grande expansao no mercado mundial,
sendo considerado um importante foco de investimento. Ela tem como atividade a
elaboracdo de produtos para o corpo humano, sendo eles para limpeza,
embelezamento ou alteracdo da aparéncia sem afetar as fungdes do corpo (ANVISA,
2022). Na sociedade atual, cada vez mais € procurado produtos que apresentem
melhores resultados e diferentes aplicagées para que possam atender a demanda da
populacao.

De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC) em 2019, o Brasil estava atras apenas dos
Estados Unidos, Japao e China como paises que mais consomem produtos e servigos
de beleza. Em 2021, o Brasil alcangou o segundo lugar, ao ultrapassar Japao e China.
Isso acontece pelo fato de que o Brasil também pode ser uma grande fonte de
principios ativos e insumos, principalmente os de origem natural (ABIHPEC, 2021).

Os cosméticos estdo sendo cada vez mais procurados pela sua eficacia e
seguranca, a fim de melhorar a aceitagdo dos consumidores. Alguns desses produtos
tém em sua composi¢do alfa-hidroxiacidos, compostos que apresentam baixa
toxicidade, apresentando alguns efeitos colaterais caso seu pH seja muito baixo, e
podem ser encontrados facilmente em plantas e animais. O acido glicolico é o
alfahidroxiacido mais utilizado devido a sua seguranca e versatilidade e sua
penetracado na pele que esta relacionada ao seu baixo peso molecular (VAN SCOTT,
RUEY, 1996). E usado na pratica clinica para melhorar marcas de sol,
fotoenvelhecimento, melasma e reduzir rugas e linhas de expressao (DITRE et al,
1996).

O local de acao do acido glicolico, assim como de grande parte dos cosméticos,
€ a pele. A pele é uma barreira mecéanica que serve como prote¢gao ao organismo e se
divide em trés camadas (epiderme, derme e hipoderme). A camada mais superficial,
a epiderme, é constituida de cinco subcamadas, a primeira delas sendo o estrato
cdrneo, que é responsavel pela maior resisténcia a permeacado (GUIRRO, GUIRRO,
2002). Por esse motivo, foram realizados estudos que indicaram algumas estratégias
que permitem a penetracdo de compostos na pele com maior facilidade, como a
eletroporacao, a microporacao, a sonoforese, a radiofrequéncia e a iontoforose
(BHARKATIYA, NEMA, 2009).
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De acordo com o Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos, a
determinacdo do acido glicélico € preconizada com o método de titulagdo e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (ANVISA, 2020). Contudo, como desvantagens
desses métodos, a titulacdo ndo é um método especifico para o acido glicolico,
podendo ter um resultado falso positivo, enquanto a cromatografia liquida de alta
eficiéncia € um método mais dispendioso, o que pode ser inacessivel para laboratorios
de pequeno porte. Um método para determinagao do acido glicélico foi realizado em
1972, por Viccaro e Ambye, onde é realizado uma derivatizagdo com o B-naftol e,
assim nesse trabalho foi desenvolvido e validado um método de derivatizagcdo com a-
naftol e espectrofotometria na regidao do UV-visivel para a determinacdo do acido
glicélico em solucdes de diferentes concentragdes, avaliando a exatidao, precisao e
linearidade com o objetivo de ser um método mais barato, rapido e com maior

acessibilidade e verificar se ele pode ser utilizado para o estudo de retencéo na pele.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Desenvolver e validar uma metodologia analitica por espectrofotometria na
regiao do UV-visivel para a determinac¢ao de acido glicélico em solu¢ao aquosa.

2.2 Objetivos especificos

o Padronizar condigdes experimentais para a quantificacdo do acido glicolico
com a-naftol;

« lIdentificar os paramétros para melhor desempenho de determinagao do
farmaco;

o Validar a metodologia desenvolvida para a determinac¢ao do acido glicélico

em solucdes aquosas de acordo com a RDC N¢ 166 de 2017.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, apresentando uma area média de
2m? e desempenha diversas func¢des caracteristicas da protecdo tecidual como o
controle da temperatura, a secrecao de lipidios, a absor¢cao e secrecao de liquidos e
a preservacao contra agentes externos (GERSON et al. 2011). A pele se divide em
trés camadas: epiderme, derme e, em seguida, hipoderme (Figura 1). A primeira, mais
externa, € a epiderme, que esta em contato direto com o ambiente, sendo uma
estrutura avascular e multilamelar, representando os diferentes estagios da
diferenciacdo celular, dividindo-se em cinco subcamadas: basal, espinhosa,
granulosa, lucida e cérnea (BORGES et al. 2010).

E composta por trés tipos de células: os queratindcitos, os melandcitos e as
células de Langerhans, sendo predominantemente composta pelos queratindcitos que
sao formados nas camadas mais profundas e sofrem divisdo mitética empurrando-os
para o exterior e nesse processo, as ceélulas vao sintetizando a proteina queratina
(GAMONAL et al. 2002).

Mais detalhadamente, na subcamada basal, a mais interna, estdo presentes os
queratindcitos e melandcitos, responsaveis pela renovacao e pigmentacao da pele.
Ela é considerada a mais importante dentre as camadas da epiderme por comportar
as células capazes de sofrer mitose, o que faz com que a regeneragao epidérmica seja
possivel, se esta camada estiver intacta; em seguida, a espinhosa, que apresenta
grande quantidade de queratindcitos; a granulosa € composta por células basdfilas de
queratohialina; acima dela, a lucida, estdo as células anucleadas e nao sao vistas
quando a pele nao € espessa; e a ultima e mais externa subcamada, a cérnea, é onde
os queratinécitos se diferenciam e passam a ser chamados de cornedcitos, tornando-
se células queratinizadas porque conferem uma propriedade de barreira da pele, e
atuam contra luz ultravioleta e poluicédo, por exemplo. A epiderme é atravessada pelos
foliculos pilosos e glandulas sebaceas e, por ser avascularizada, sua nutricdo €&
mediada pela difusdo dos vasos sanguineos presentes na derme (Figura 1) (HARRIS
et al. 2009; MOSER et al. 2001; BORGES et al. 2010).
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Figura 1. Camadas da Pele

Fonte: Borges, 2010

A derme é constituida por tecido conjuntivo altamente vascularizado, composta
por proteinas estruturais como colageno e elastina, terminacdes nervosas e pelas
glandulas sebaceas e sudoriparas, que estdo diretamente ligadas a epiderme
(GERSON et al. 2011). As terminacdes nervosas podem ser livres e encapsuladas,
onde as livres sao responsaveis pela deteccao de dor e temperatura e encapsuladas
detectam calor, tato e frio. O colageno é a proteina estrutural que constitui a maior
parte da derme, tenddes e ligamentos, relacionada as func¢des de flexibilidade,
protecdo contra choques mecanicos, armazenar sangue, entre outros (JAHARA et al,
2010).

A ultima camada da pele é a hipoderme. Essa camada se divide em duas
ldaminas: areolar e lamelar. A areolar é composta por adipécitos globulares e
volumosos e tem grande quantidade de vasos sanguineos delicados, enquanto a
lamelar apresenta maior mobilizacdo de gorduras (GUIRRO & GUIRRO, 2002). Por
ser formada por tecido adiposo, a hipoderme consegue controlar a temperatura
corporal, unir e proteger 6rgaos internos contra choques mecanismos e servir de fonte
energética (HARRIS et al. 2009).

3.2 Envelhecimento Cutanea

Todos os 6rgaos envelhecem de forma complexa e multifatorial, mas o érgao

que revela mais facil o processo de envelhecimento é a pele e ele pode acontecer de
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duas formas: cronoldgica e extrinseca. A cronoldgica esta associada a fatores
intrinsecos ou fisiolégicos, onde a quantidade de fibras de colageno e elastina
diminuem, deixando-a menos flexivel, enquanto a forma extrinseca € relacionada a
fatores externos, como poluicdo, medicamentos, pesticidas e estilos de vida, que
desorganizam as fibras de colageno e elastina causando ressecamento, aspereza e
rugas (MORIWAKI et al. 2008; GARY et al. 2002).

Dentre esses fatores, o processo mais comum € fotoenvelhecimento, ou seja,
quando é causado pelos raios UV do sol, em especial, os raios UVA, por serem mais
penetrantes (Figura 2), aumentando a degeneracao das fibras elasticas e colagenas,
0 que ativa uma complexa série de mecanismos que aceleram o dano na pele, e
resultam nas rugas ou manchas pigmentadas e lesdes malignas (BORGES et al. 2010;
PINNELL, 2003).

Os raios UVB, mesmo tendo menor poder de penetragdo (Figura 2), também
pode atingir as fibras elasticas e colagenas, assim como pode danificar o DNA e vasos
sanguineos, o que os deixam mais nocivos por poderem provocar queimaduras e
cancer de pele (PINNELL, 2003).

Figura 2. Penetracao de diferentes raios de sol nas camadas da pele

uve UVA

epiderme

derme

Fonte: Autoria Prépria

3.3 Absorcao percutanea

A pele, dentro de todas as suas fungdes, também é um local de acao para
algumas substancias e, para que isso aconteca, € necessario que estas consigam
atingir as camadas mais profundas da pele, 0 que acontece por causa da absorgao

percutanea. A absorcao percutanea esta relacionada ao movimento de transporte de
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uma substancia na barreira da pele e esse movimento pode acontecer de trés formas:
penetracdo, permeacao e ressor¢ao. A penetracao € caracterizada pela entrada da
substéancia no estrato corneo, a permeacgdo € quando essa substancia o atravessa
para outra camada e a ressorc¢ao € quando, finalmente, consegue chegar a circulagao
sanguinea (HOUNG et al. 2009).

A absorcao de substancias na pele é influenciada por diversos fatores. Em
relacdo a medicamentos, a escolha da formulacgao, a fisiologia da pele, a propriedade
fisico-quimica dos solutos ou mesmo a presenca de forca motriz adicional, como
ocorre como os meétodos eletricamente assistidos, podem influir na absorgdo. Isso
revela que o local de aplicacdo e as caracteristicas do produto (polaridade, estrutura
quimica, concentragao, entre outros), influenciam diretamente em como ele vai ser, ou
nao, absorvido pelo corpo (CHERUVU et al. 2020). A permeacao pode ocorrer, na pele
intacta, por dois tipos de rotas: intercelular ou transcelular, ou seja, por entre ou
através dos cornedcitos respectivamente; ou através dos apéndices da pele
(glandulas sebaceas e sudoriparas e o foliculo piloso), mesmo que esses apéndices
ocupem um espaco muito pequeno na superficie da pele, ele ajuda na penetracao das
substancias que ndo conseguem ultrapassar a pele ilesa (MOSER et al. 2001).

A permeacao pode ser descrita, matematicamente, pela lei de Fick (BACH et al.
1998):

D. xc G
J: B SBx ?

/ Ciis

Em que:

J= Fluxo de farmaco

Db= Coeficiente de difusdo do farmaco

csb= Solubilidade do farmaco no estrato corneo
cv= Concentracao do farmaco no veiculo

I= Espessura do estrato corneo

csv= Solubilidade do farmaco no veiculo



16

Assim é possivel perceber que a permeacao cutanea é diretamente proporcional
a concentragdo da substancia aplicada sobre a pele e inversamente proporcional a

espessura do estrato cérneo.

3.4 Estudo de Permeacao Cutanea

Os estudos de permeacao cutadnea podem ser realizados in vivo ou in vitro, para
avaliar parametros farmacocinéticos e a permeacao de farmacos, respectivamente. De
acordo com a OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development),
para os testes in vitro sdo usadas células de Franz para a realizagdo dos estudos,
usando membranas bioldgicas como pele humana, de cobra, porco ou rato (Figura 3)
(ILIOPOULOS et al, 2020).

Esse modelo é bicompartimental, coloca-se o farmaco em um compartimento,
chamado de compartimento doador e o outro € chamado de compartimento receptor;
separados por uma membrana. Normalmente a pele da orelha do porco € a membrana
mais empregada nesse modelo por ter grande semelhanga com a pele humana, como
a espessura do estrato corneo e a composicao lipidica (MAIONE-SILVA, 2016). A
formulagdo com o farmaco é colocada em contato direto com a pele, para que ocorra
a difusdo, sob temperatura e agitagcao controladas.

Figura 3. Esquema da célula de Franz

A
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Fonte: Sivaraman, 2015

Com esse design experimental, € possivel quantificar o farmaco que estava



17

presente no compartimento doador, que ficou retido nas diferentes camadas da pele
(por um método chamado tape stripping) € que atravessou a membrana até o
compartimento receptor, afim de calcular o fluxo da molécula através da pele (MOSER
et al., 2001).

3.5 Alfa hidroxiacidos

Os alfa hidroxiacidos sao acidos carboxilicos com um grupo hidroxila ligado ao
primeiro carbono, conhecido como o carbono alfa.

Figura 4. Estruturas dos alfa hidroxiacidos mais comumente usados em cosméticos

AHAs Estrutura Peso Molecular
0
Adido Glicélico C;H403 Lo -
HO a
o
Acido Latico C,H0, 90

o 1
Adido Malico C10 MOH 134
H @

a
Acido Tartarico CH,0 HOY\L 150

Acido Citrico Cotl0- /M 192
HO a H

Fonte: TANG; YANG, 2018

S&o moléculas pequenas polares, bastante soluveis em agua que podem ser
encontradas facilmente na natureza, como em frutas, mas também podem ser
sintetizadas. Como importantes representantes desse grupo aparecem os acidos
glicdlico, citrico, malico, tartarico e latico (Figura 4), que sdo muito utilizados em
cosméticos pelas suas propriedades anti envelhecimento, reduzindo as rugas,
aumentando a hidratacao da pele, que pode ser explicado pela sua solubilidade, ou
diminuindo sinais de queimaduras de sol (VIDT et al. 1997).

Mesmo tendo resultados comprovados desde 1974, por Van Scott e Yu, o
mecanismo de agado desses acidos ainda nao é totalmente claro, mas sabe-se que
eles causam descamacao do epitélio, aumenta proliferacdo celular e producéo de
colageno, e reduzem a coeséo dos cornedcitos, induzindo a ceratdlise (BABILAS et
al. 2012).
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Os alfa hidroxiacidos sado substancias consideradas seguras, porém efeitos
colaterais podem aparecer a depender do seu pH e concentragcdo. Quanto mais baixo
o pH, maior a probabilidade de causar uma irritagdo, entdo € necessario que seu pH
seja ajustado quando for colocado em uma formulacdo (TANG et al. 2018). Eles
podem aparecer em diferentes concentragbes no mercado, entre 5-10% para
tratamentos mais superficiais, como rugas leves e melhorar a aparéncia da pele, até

70% para peeling, ja que conduz a epidermodlise (JAHARA et al. 2008).

3.6 Acido glicélico

O &cido glicolico, um alfa-hidroxiacido, também pode ser chamado de &cido 2-
hidroxietanoico pela nomenclatura IUPAC, é um acido organico que contém um grupo
hidroxila no carbono alfa, o carbono adjacente aquele do grupo carboxila. E uma
molécula hidrossoluvel, o que a torna mais difuso na fase intracelular, e sua férmula
quimica & C2H403, acido hidroxiacético, o que faz com que esse acido seja um dos
mais simples e menores alfa-hidroxiacidos e um dos mais usados nos produtos
cosmeéticos, pela sua alta absorcdo (ANDERSEN et al. 1998).

Ele é encontrado em fontes naturais como no caldo de cana-de-agucar e pode
ser sintetizado a partir do acido cloroacético e hidroxido de sédio. E comercializado
como um produto cosmético nas concentracoes de 5 a 15%, acima disso é usado
apenas como peeling quimico. Peeling quimico se trata de uma injuria controlada na
pele realizada pela aplicagcdo de uma substancia quimica, favorecendo o seu
rejuvenescimento e pode ser de trés tipos: superficial, médio e profundo. O &cido
glicdlico é um exemplo de substéancia ativa empregada no peeling superficial, quando
nas concentracdes de 20 a 70% (MANALOTO et al. 1999).

Esse acido apresenta varias fungdes e algumas de suas fungdes terapéuticas
sdo: a remocgao da pigmentacdao epidérmica excessiva, fazendo com que haja
aumento na produc¢ao das células normais ndo danificadas; reducao da espessura do
estrato corneo hiperqueratinizado, pela diminuicdo da coesdo dos cornedcitos
presentes nessa camada; promoc¢ao da reducao de lentigos e hipermelanose
induzidas pelo sol (THIBAULT et al. 1998); aumento da producéo de colageno, assim
melhorando o antienvelhecimento da pele (HASHIN et al. 2014); melhoria na

aparéncia das rugas, pelo efeito indireto da formacdo de um eritema e inducao da
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liberacao de citocinas (FUNASAKA et al. 2001); e no tratamento da acne (FURUKAWA
e YAMAMOTO, 2006).

Ele ndo apresenta efeito sistémico significativo e o Cosmetic Ingredient Review
Expert Panel aprovou, em 1996, o uso do acido glicdlico nos cosméticos. Como
condicao para essa aprovacao, € estabelecido que a concentragcédo do acido glicélico
deve estar abaixo de 10% e o pH superior a 3,5, uma vez que esses parametros se
mostraram seguros para evitar o aumento da sensibilidade ao sol (ANDERSEN et al.
1998).

Nesse contexto, é necessario que haja um controle de qualidade dos produtos
cosméticos que apresentem o acido glicélico em sua composi¢cado. De acordo com o
Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos, a determinagdo do acido
glicdlico é preconizada com o método de titulagao e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (ANVISA, 2020). Com o intuito de otimizar a determinagdo, é buscado
tecnicas que favorecam a quantificagcdo por metodos que apresentem um baixo custo

e que seja seletivo, podendo garantir a seguranca dos produtos com o acido glicélico.

3.7 Espectrofotometria

Os métodos espectroscopicos apresentam respostas pela interagdo da matéria
com energia eletromagnética. Essa interacdo depende da concentragcdo da amostra,
da estrutura quimica, da frequéncia da energia utilizada e da intensidade, o que vai
interefir na sensibilidade e na seletividade do método. A utilizacdo dessa metodologia
pode ser usada desde a identificacao até a quantificacao de substancias, enquanto de
acordo com a concentracdo, sua interacdo sempre vai relevar uma relacao
proporcional e direta, a seletividade é definidade pela estrutura quimica analisada
(GIL, 2007; ANVISA, 2010).

A espectrofotometria de absor¢cao € dividida em ultravioleta, visivel (UV-VIS) e
infravermelho. A diferenca entre elas varia de acordo com a faixa de comprimento de
onda. A ultravioleta tem o intervalo de 190 - 380 nm, a luz visivel de 380 - 780 nm e
infravermelho de 780 nm - 300 mm (ANVISA, 2010).

Por ser uma técnica de relativo baixo custo, com uma ampla quantidade de
aplicacgobes, ser rapida e simples, vem sido muito utilizada pela industria farmaceutica
em substituicdo a tecnicas que utilizem uma maior quantidade de solventes, serem

mais dispendiosase demandem maior tempo (ALVES, 2010).
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3.8 Validacao de métodos analiticos

Os estudos de validagcdo de métodos analiticos € a confirmacao por testes e a
evidéncia objetiva que os requisitos especificos para um uso especifico seja cumprido.
O metodo de validacao para determinacao de algum analito deve apresentar o minimo
de possiveis problemas potenciais, com parametros adequados, sendo reprodutiveis
e representativos, que ndo ocorra variabilidades no seu desenvolvimento e seja

verificado a sua seguranca e eficacia (EKECHUKWU et al, 2006).

De acordo com a ANVISA, em 2017, para a analise de insumos farmacéuticos,
medicamentos e produtos biologicos, os parametros para serem avaliados na
validacao sao: exatidao, precisao - repetibilidade, precisdo intermediaria, seletividade,
limite de quantificacao, linearidade e intervalo, assim podendo criar uma garantia de

qualidade.

3.9 Elementos da Validacao

3.9.1 Seletividade

E a capacidade do método em detectar o analito com distingdo, na presenca de
substancias que podem interferir, potencialmente, na medicdo, como ingredientes

ativos, outros analitos, impurezas e produtos de degradacédo (BRASIL, 2017).

3.9.2 Linearidade

E a capacidade do método de detectar e oferecer respostas analiticas que
dependem das concentragbes das amostras, em uma representacao grafica,
mostrando relagao diretamente proporcional. De acordo com a Anvisa, um coeficiente
de correlagao, calculado a partir da representacao grafica, é considerado satisfatorio
se estiver acima de 0,99 (BRASIL, 2017).

3.9.3 Precisao, exatidao e limite de quantificacao
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Na precisao € avaliada a proximidade dos resultados com amostras de mesma
concentragao, assim sendo expressada pela repetibilidade, precisao intermediaria ou
reprodutibilidade. Ela é avaliada em um determinado periodo de tempo, pelo mesmo
analista, com o minimo de nove determinagbes em trés diferentes concentragdes. Os
valores dos coeficientes de variacado devem ser menores de 5% para que o método
seja considerado satisfatorio. Para o resultado da precisdo, € necessario realizar o
calculo determinado pela equacdo de desvio padrdo relativo, sendo ela:
DPR=(DP/CMD)X100. A exatiddo expressa o grau de concordancia entre o0s
resultados individuais.

Por sua vez, o limite de quantificagcdo permite calcular a menor quantidade de
analito que pode ser d quantificada na amostra sob as condi¢cdes experimentais

estabelecidas e pode ser determinado pela equagéao:

DP
LO=10—
0 B

Onde LQ limite de quantificacdo, DP é o desvio padrao das curvas de calibragao
construidas (no minimo 3) que foram feitas usando a concentragao préxima ao limite;
e B é ainclinacéo da curva de calibracdo (BRASIL, 2017).

Essas informacdes precisam ser documentadas para que a qualidade, confianca

e consisténcia do método possam ser avaliadas e reproduzidas pelos laboratérios.
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4. METODOLOGIA

4.1 Reagentes e Substancia de Referéncia

Foram utilizados o acido glicolico (FLORIEN® lote 21F17-B003-D81134 -
Conteudo 70%), a-naftol 1% (C10HsO, 1-hidroxinaftaleno), acido sulfurico concentrado
(H2S04, sulfato de hidrogénio) e hidroxido de sodio 0,01N (NaOH). Agua deionizada
de alta pureza foi obtida pelo Ultrapurificador Direct-Pure (Purelab classico DI, Elga,
UK).

Peles de orelhas de porco de animais recentemente sacrificados no matadouro
foram obtidas ap6s remocao das cartilagens e tecido gorduroso com o auxilio de

pincas e bisturis. As peles foram congeladas até no maximo 30 dias antes do uso.

4.2 Metodologia Analitica

A analise quantitativa do acido glicolico foi feita por espectrofotometria a partir
do estudo de Viccaro e Ambye (1972).

Considerando o que foi observado por Viccaro e Ambye, que o pH do meio
influencia diretamente a absorbancia maxima do &cido glicolico, inicialmente foram
preparadas duas solugdes de acido sulfurico na concentracao de 92,5% e 80%, pela
adicdo de 7 mL de agua purificada em 100 mL do acido concentrado ou pela adi¢ao
de 37 mL de agua purificada, respectivamente.

Uma solucao de a-naftol 1% foi preparada pela dissolu¢cdo de 100 mg do a-
naftol em 100 mL de &cido sulfurico na concentragao de 92,5. Em seguida, a solugao
foi armazenada em frasco ambar, protegida da luz, a 4°C.

A reacéo de derivatizagdo foi iniciada alcalinizando (pH 8) as amostras de acido
glicélico com a solucao de NaOH. Em seguida, as amostras foram colocadas na estufa
numa temperatura de 125 a 130°C até completa secura. Apés secagem, 1 mL do
reagente a-naftol foi adicionado as amostras de acido glicdlico, as quais foram agitadas
em vortex, para sua completa dissolugéo, e transferidas para banho-maria por 20
minutos. Em seguida, 4 mL de &cido sulfurico 80% foi adicionado em cada amostra, a
qual foi agitada em vortex e mantida em repouso sob a bancada 10 minutos a
temperatura ambiente, antes da analise. Todo o processo foi realizado no mesmo dia,

protegido da luz, para garantir a estabilidade dos reagentes.
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Para determinar a linearidade, as concentracbes das amostras de acido
glicolico escolhidas foram de 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 pg. mL™'. Para os limites de
quantificagdo a concentracao escolhida foi de 3,5 pg/mL. A precisao e a exatidao foram
feitas em dois dias diferentes por dois analistas diferentes com amostras de acido
glicdlico nas concentragdes de 14, 35 e 42 pg/mL. Todas as amostras foram
analisadas em ftriplicatas e passaram pelo processo descrito anteriormente. O
espectrofotdmetro foi configurado para realizar uma varredura entre as ondas de
400nm a 700nm, ou seja, entre o espectro de luz visivel, usando cubetas de vidro com

comprimento de 1,0 cm e agua destilada como branco da analise.

4.3 Estudos de Retencéo de Pele

Para avaliar a aplicabilidade da metodologia analitica desenvolvida em estudos
futuros de permeacao cuténea in vitro, foi realizado um estudo de extragdo do acido
glicdlico a partir do estrato cérneo pela técnica de tape stripping. Para tanto, a pele
das orelhas de porco foi colocada numa superficie lisa e o estrato cérneo foi retirado
com o auxilio de fitas adesivas (Durex ®, 3M). Foram utilizadas 15 fitas adesivas para
a retirada do estrato cérneo. Em seguida, as fitas foram colocadas em um tubo plastico
de fundo cbnico e foi adicionado 17,5 mg de acido glicélico, num volume em que sua
concentracao fosse de 35 pg/mL.

O estudo foi realizado com dois liquidos extratores diferentes: agua ultrapura e
solugdo de agua : metanol (1:1 v/v). O solvente extrator (10mL) foi adicionado ao
tubo com as fitas e submetido a agitacdo no vortex por 5 minutos. Em seguida, foi
colocado num banho ultrassénico por 5 minutos e as amostras foram filtradas. Por
fim, o filtrado foi submetido ao procedimento descrito anteriormente para o processo
de derivatizacao e determinacao do acido glicolico. O estudo foi feito em duplicata e

usando como branco apenas os liquidos extratores.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O acido glicolico usado no estudo (solugdo aquosa a 70% m/m, pH 1,8 e
densidade igual a 1) apresentou caracteristicas organolépticas, pH e densidade
conforme descrito na literatura (VAN SCOTT; DITRE; YU; 1996).

A quantificacdo do acido glicolico foi testada inicialmente utilizando amostras
contendo apenas o acido, mas seus resultados nao foram reprodutiveis, devido a sua
instabilidade. Por conta disso, foi necessario realizar o processo de derivatizagao do
acido glicdlico. Ele se inicia com a sua conversdao em sal de sodio pela adigdo do
hidroxido de sodio, para que durante a evaporagao, ndo ocorra a decomposi¢cao da
amostra. Somado a isso, a evaporagao também €& positiva para eliminar possiveis
reagentes como formaldeido e acetaldeido.

Em seguida, para a devida quantificagdo por espectrofotometria, a
derivatizacao é resultante da reacédo de Baeyer, ou seja, uma condensacao acida de
formaldeido com fendis. O acido sulfurico adicionado promove a hidrolise do acido
glicélico formando um formaldeido que vai reagir com a hidroxila do a-naftol, gerando
um composto chamado de metilenoalfanaftol. Esse composto € oxidado pelo acido

sulfurico e apresenta a cor &mbar (Figura 5).

Figura 5. Esquema da reagéao de derivatizagao do acido glicdlico: (1) acido glicélico;
(2) formaldeido; (3) a-naftol; e (4) metilenoalfanaftol.

O B —t ﬁ
OH — C
HO)K/ H™ H
1

2 0

O
Il

OH g v
l
| R
o Y L E
2 3 4
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5.1 Espectofotometria

A definicdo do comprimento de onda adequado foi mostrado no espectro de

absorgao onde o pico maximo para as curvas foi de 480nm (Figura 6).
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Figura 6. Espectro de absorcéo: (linhas laranja e amarelo) duplicatas de uma mesma

concentracao; (linha azul) branco.

Fonte: Autoria Propria

5.2 Linearidade

Para avaliagcao do parametro de linearidade foram utilizadas amostras na faixa
de concentracao de 7 a 49 pg/mL para construg¢do de curva de calibragdo com ajuste
de regressao linear. Os dados obtidos para a construgdo da curva analitica estdo
representados na Tabela 1.

A curva analitica obtida para quantificagdo do acido glicdlico esta apresentada
na Figura 7.

O valor do coeficiente de determinagdo (R?) calculado a partir da curva de
calibracao realizada em triplicata foi de 0,9971, indicando comportamento linear entre
as concentragoes de acido glicélico e os valores de absorbéncia. Com isso foi visto
que o método demonstrou ser linear, que € dito pelo valor do coeficiente de correlagao
maior que 0,99 (BRASIL, 2017) (Figura 8).
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Tabela 1. Valores de absorbancia obtidos em 480nm a partir de amostras de diferentes

concentracgdes do acido glicolico para elaboracdo da curva analitica.

Concentracéao Absorbéncias (média) DPR%
(Mg/mL)
3,5 0,1368 0,0038
7,0 0,2091 0,0032
14,0 0,3277 0,0029
28,0 0,5552 0,0108
35,0 0,6560 0,0006
42,0 0,7435 0,0091
49,0 0,8489 0,0072

Figura 7. Curva analitica do acido glicéllico na faixa de concentracao de 3,5 a 49 pg.mL-1.

Equacao da reta: y = 0,0158x + 0,0968; coeficiente de determinagao: R>= 0,9971

Gréfico de linearidade do acido glicdlico na faixa de concentracio y=ppissex+0,0968
7 a49 pg.mL-1 R*=0,2071
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Concentragdo do acido gliclico

A inclinacdo da reta média obtida foi de 0,0158, o valor do coeficiente de

correlagao, ou seja, o R médio, é de 0,9971.

5.3 Limite de quantificagao

A partir do intercepto da média e dos valores de desvio padrao da quintuplicata
de uma solugdo de trabalho de acido glicélico na concentragdo de 3,5 pug.mL-! foi
obtido o valor do limite de quantificacédo a partir da férmula. Sendo ele de 1,26 pg.mL-
'(Tabela 2).
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Tabela 2. Valores de absorbancia obtidos em 480nm a partir de amostras de acido glicélico

3,5 pg/mL para avaliagao do limite de quantificagao.

Concentracéo Absorbéancias (média) DPR%
(Hg/mL)
3,5 0,1369 0,002

5.4 Precisao e Exatidao

A precisdo e exatidao foi avaliada através dos ensaios de repetitividade e
precisdo intermediaria, sendo a precisao verificada pelo desvio padrao relativo e
concentracdo média e a exatidao foi verificada contemplando o intervalo linear do

método analitico.

5.4.1 Repetibilidade
A repetibilidade foi feita usando 3 concentracées que contemplassem o
intervalo linear das amostras, sendo elas 14, 35 e 42 pg/mL e foi determinado a média,

desvio padrao e o coeficiente de variacao dos valores (Tabela 2.).

Tabela 3. Valores de absorbancia média, desvio padrao e coeficiente de variacao para

verificar a repetibilidade da quantificacao do acido glicdlico.

Concentragéo Absorbéancias DPR% Coeficiente de
(Mg/mL) (média) Variacao%
14,0 0,3276 0,0034 1,0574
35,0 0,6568 0,0001 0,0215
42,0 0,7464 0,0110 1,4778

A média do coeficiente de variacdo foi de 0,85%, o que, de acordo com a

ANVISA, o método apresenta uma boa repetitividade, pois este valor & inferior a 5%.

5.4.2 Precisao intermediaria
Os resultados para a precisao intermediaria foram realizados em dias diferentes

com analistas diferentes (Tabela 3.).
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Tabela 4. Valores de absorbancia, média, desvio padrao e coeficiente de variacao para

verificar a precisao intermediaria da quantificacao do acido glicélico (Analista 1).

Concentragéo Absorbéancias DPR% Coeficiente de
(ug/mL) (média) Variagcdo%
14,0 0,3276 0,0034 1,0574
35,0 0,6568 0,0001 0,0215
42,0 0,7464 0,0110 1,4778

Tabela 5. Valores de absorbancia, média, desvio padrao e coeficiente de variagédo para

verificar a precisdo intermediaria da quantificagdo do acido glicolico (Analista 2).

Concentragéo Absorbéancias DPR% Coeficiente de
(ug/mL) (média) Variacdo%
14,0 0,3212 0,0031 0,9905
35,0 0,6737 0,0051 0,7661
42,0 0,7324 0,0166 2,2784

A média do coeficiente de variacao dos analistas € de 1,09%, e como o valor é

inferior a 5%, o método pode ser considerado satisfatorio quanto a esse parametro.

5.5 Estudos de retencao da pele
Os testes para a retencao da pele foram realizados para avaliar a aplicabilidade

do método. Foi usado agua destilada como o branco e uma solucao de acido glicolico

35 pg/mL para a comparagcdo com a retencao da pele. Os valores das absorbéancias

no estudo de reten¢ao na pele estdo descritos nas tabelas 6 e 7:

Tabela 6. Valores de absorbancia e porcentagem de retencao e percentual extraido usando

agua como liquido extrator

Amostras Absorbéancias Porcentagem de Retencéo
Branco 0,1198
Acido Glicolico 35 pg/mL 0,6560
Amostra 1 0,4455 67,91%
Amostra 2 0,4561 69,52%
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Tabela 7. Valores de absorbancia e porcentagem de retencao e percentual extraido usando

agua e metanol como liquido extrator

Amostras Absorbéancias Porcentagem de Retencéo
Branco 0,1256
Acido Glicolico 35 pg/mL 0,6560
Amostra 1 0,4166 63,50%
Amostra 2 0,4097 62,45%

Com esses valores foi visto que ndo houve uma extragcdo completa do acido

glicélico, ndo sendo possivel identificar a agcdo no estrato cérneo. O método

apresentou uma especificidade maior que o método de titulagdo, porém verifica-se

uma dificuldade de avaliar a retencdo do acido na pele através dele. Um possivel

mecanismo para contornar esse problema pode ser a realizagao de estudos futuros

de permeacao cuténea para verificar o efeito nas camadas da pele.
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6. CONCLUSAO

A metodologia espectrofotométrico para determinagcado do acido glicolico em
solugdes aquosas atendeu os parametros de validagdo conforme as normas da RDC
N2 166, apresentando uma boa especificidade, o valor de linearidade com R>0,99 e
precisdo com os valores de coeficiente de variagdo menores de 1,09%. Assim, o
método se apresenta como uma possivel alternativa para quantificacdo do acido
glicdlico, com as vantagens de ter baixo custo e ser acessivel para laboratérios de
menor porte.

O estudo preliminar de retencdo na pele pelo método de tape stripping, no
entanto, ndo se mostraram eficientes para identificacdo do acido. Assim, € necessario

a realizacao de estudos futuros mais especificos, visando futuras aplicagées.
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