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Nos “peelings” quimicos utilizam-se formulagoes esfoliantes,
empregadas na terapéutica de queratoses actinicas, rugas,
discromias pigmentares, acne vulgar e rosacea. Na presente pesquisa,
foram empregadas como amostras, a solu¢do de Jessner (SJ)
composta por resorcinol (RS) 14%, acido salicilico (AS) 14% e
acido lactico (AL) 14% em solugdo alcodlica e géis de AS a 20%
e RS a 30%. As técnicas utilizadas foram a espectrofotometria
derivada no UV de primeira e segunda ordens em etanol absoluto
para o AS e RS, respectivamente na SJ, e a espectrofotometria
derivada no UV de primeira ordem em acido sulfurico 0,1 N para
0 AS e RS nos géis. Para o AS na SJ, o coeficiente de correlagdo
() foi de 0,9999, a precisdo expressa pela média dos desvios padrdo
relativos (DPR) de 0,68% e a exatiddo expressa pela recuperagdo
média de 100,5%. Para o RS na SJ o r foi de 0,9999, a média dos
DPR de 0,83% e a recuperagao média de 100,3%. No gel de AS, o
7 foi de 0,9999, a média dos DPR de 0,28 e a recuperagdo média
de 99,3%. No gel de RS, o r foi de 0,9998, a média dos DPR de
0,34 e a recuperagdo média de 99,9%.
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INTRODUCAO

Ampla gama de substancias quimicas, como os alfa-
hidroxiacidos, beta-hidroxiacidos, derivados fenolicos e
retinodides, ¢ utilizada em formulagdes para “peelings”
quimicos. O écido salicilico, resorcinol e acido lactico (Fi-
guras la,1b e lc, respectivamente) sdo principios ativos
empregados em formulagdes esfoliantes para a execucao
de “peelings” quimicos e que t€m como objetivo produzir
uma lesdo controlada na pele. Estas substancias sao utili-
zadas no tratamento das queratoses e rugas actinicas,

discromias pigmentares, acnes vulgar e rosdcea
(Katsambas, Stratigos, 2001; Monheit, 2001). Por provo-
carem diferentes reacdes adversas e constituirem diver-
sas associagdes de principios ativos, faz-se necessario o
desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos para
determinagdo dessas substancias.

A Solugdo de Jessner (SJ) ¢ uma formulagao clas-
sica de aplicagdo magistral (Batistuzzo et al., 2000) e os
géis de acido salicilico e de resorcinol a 20% e 30%, res-
pectivamente, também sdo de uso comum na terapéutica
(Brody, 2000). Poucos métodos tém sido desenvolvidos
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para determinacdes de acido salicilico e de resorcinol as-
sociados em formulagdes farmacéuticas empregadas para
“peelings”. Técnicas eletroforéticas (Gomez et al., 2003)
e cromatograficas (Gou, Zhou, 1998), ja foram emprega-
das para determinar as referidas substancias em outras
matrizes.
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FIGURA 1 - Estruturas quimicas do acido salicilico (a),
resorcinol (b) e acido lactico (¢) .

MATERIAL E METODOS
Reagentes e amostras

Acido salicilico, resorcinol e acido lactico com pureza
de 99%, 100,5% e 88%, respectivamente, etanol absoluto
(Labsynth®, Sdo Paulo/Brasil), acido sulfurico concentrado
96-98% grau analitico (Merck®, Darmstadt, Alemanha)
solucdo de acido sulfurico 0,1 N. Solugao de Jessner com-
posta por resorcinol (RS) 14%, acido salicilico (AS) 14%
e acido lactico (AL) 14% em solucdo alcodlica (amostras
A e B, preparada em laboratério e comercial, respectiva-
mente), gel de 4cido salicilico 20% (amostras C e D, pre-
paradas em laboratorio e comercial, respectivamente) e
gel de resorcinol 30% (amostras E e F, preparada em la-
boratorio e comercial, respectivamente) foram as amostras
selecionadas para a pesquisa.

Equipamento e condicdes analiticas

Utilizou-se espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu®
UV-160), células de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico.
Usaram-se sinais na derivada de primeira ordem em 320,0 nm
e sinais na segunda derivada a 280,0 nm para o acido
salicilico e resorcinol em SJ, respectivamente. Sinais a
317,2 nm e 257,6 nm na primeira derivada foram utilizados
para o acido salicilico e resorcinol em gel, respectivamente.

Preparo das solucoes padrao
Para a solucao de Jessner, a curva padrao do acido

salicilico foi obtida pesando-se exatamente cerca de 100,0 mg
que foram transferidos para balao volumétrico de 50 mL
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¢ o volume completado com etanol absoluto. Transferiram-
se 5,0 mL para baldo volumétrico de 50 mL completando-
se 0 volume com o0 mesmo solvente. Desta ultima solugao,
transferiram-se 7 aliquotas diferentes para baldes
volumétricos de 100 mL completando-os com etanol abso-
luto. Foram obtidas solugdes com intervalo de concentra-
¢ao entre 12,0 e 24,0 pg de 4cido salicilico/mL. A curva
padrao do resorcinol realizou-se pesando exatamente cer-
ca de 100,0 mg, que foram transferidos para baldo volu-
métrico de 50 mL. Obtiveram-se solu¢des com intervalo
de concentragdo entre 22,0 e 34,0 pg de resorcinol/mL,
através do mesmo esquema de diluigdo descrito.

Para o gel de acido salicilico, realizou-se a curva
padrdo pesando-se exatamente cerca de 100,0 mg de 4cido
salicilico, que foram transferidos para balao volumétrico de
100 mL. O volume foi completado com H, SO, 0,1 N.
Transferiram-se 10,0 mL para balao volumétrico de 100 mL
¢ completou-se com H, SO, 0,1 N. Desta tltima solugdo,
transferiram-se 7 aliquotas diferentes para baldes
volumétricos de 25 mL completando-os com o mesmo
solvente. Foram obtidas solugdes com intervalo de concen-
tracdo entre 8,0 e 32,0 ng de acido salicilico/mL.

Para o gel de resorcinol, realizou-se a curva padrao
pesando exatamente cerca de 100,0 mg de resorcinol, que
foram transferidos para balao volumétrico de 100 mL, levan-
do-se a marca com H,SO, 0,1 N. Transferiram-se 25,0 mL
para baldo volumétrico de 250 mL e completou-se com
H,SO, 0,1 N. Desta tultima solugdo, transferiram-se 7
aliquotas diferentes para baldes volumétricos de 50 mL
completando-os com o mesmo solvente, obtendo-se solu-
¢oes com intervalo de concentragdo entre 18,0 € 42,0 pg/mL
de resorcinol.

Preparo das solucdes das amostras

Para a determinacdo do acido salicilico em SJ trans-
feriram-se 4,0 mL de amostra para baldao volumétrico de
100 mL. Completou-se o volume com etanol absoluto.
Transferiu-se uma aliquota de 4,0 mL para balao volumétrico
de 50 mL e desta tltima solucdo transferiu-se uma aliquota
de 4,0 mL para balao volumétrico de 100 mL (17,92 pg de
acido salicilico/mL). Para a determinagdo do resorcinol,
transferiram-se 5,0 mL de SJ para balao volumétrico de
100 mL e adicionou-se etanol absoluto até a marca. Trans-
feriu-se uma aliquota de 5,0 mL para balao volumétrico de
100 mL e desta ultima solugao transferiu-se uma aliquota de
4,0 mL para baldo volumétrico de 50 mL (28,0 pg de
resorcinol/mL).

Para o gel de 4cido salicilico, foi pesado, do gel, o
equivalente a 20,0 mg de acido salicilico e transferiu-se
para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi comple-
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tado com H,SO, 0,1 N. Transferiram-se aliquotas de
5,0 mL para baldes volumétricos de 50 mL (20,0 pug de
acido salicilico/mL).

Para o gel de resorcinol, foi pesado, do gel, o equi-
valente a 30,0 mg de resorcinol e transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com
H,SO, 0,1 N. Transferiram-se aliquotas de 5,0 mL para
baldes volumétricos de 50 mL (30,0 pg de resorcinol/mL).

Teste de recuperacao (preparo das solucoes)

Na SJ foram preparadas, separadamente, solugdes
padrao e solugdes amostra com 70,0 e 56,0 pg/mL de aci-
do salicilico e resorcinol, respectivamente. Aliquotas fixas
de solucdes da amostra e variaveis de solugdes padrao fo-
ram transferidas para baldes volumétricos de 50 e 25 mL
na determinag¢ao do acido salicilico e resorcinol, respecti-
vamente. Nas amostras gel, prepararam-se separadamen-
te solucdes padrao e solucdes da amostra de 70,0 € 90,0 pug/
mL de 4cido salicilico e resorcinol, respectivamente.
Aliquotas fixas de solugdes da amostra e variaveis de
solugoes padrao foram transferidas para baldes
volumétricos de 50 mL para posterior determinagao.

Validacao dos métodos

Os métodos foram validados segundo as diretrizes
da “International Conference on Harmonization (ICH)”
(ICH, 2001) e AOAC International (AOAC, 2000).

Linearidade

Foi determinada pelas curvas padrio, as quais foram
obtidas em 7 niveis de concentragdo (12,0-24,0 pg/mL e
22,0-34,0 pg/mL para o acido salicilico e resorcinol em SJ,
respectivamente; 8,0-32,0 ug/mL para o acido salicilico em
gel e 18,0-42,0 pg/mL para o resorcinol em gel). As solu-
¢oes foram preparadas em triplicata e a linearidade foi
avaliada pelo método dos minimos quadrados.

Precisao

Foi determinada pela repetibilidade, utilizando todas as
amostras nas mesmas concentragdes, no mesmo dia. Foram
preparadas e analisadas dez solugdes de cada amostra e
utilizado o desvio padrao médio como parametro estatistico.

Exatidao

Determinada pelo teste de recuperagao. Todas as
solugdes foram preparadas em triplicata e a porcentagem

de recuperagdo foi calculada empregando-se a equagao
proposta pela AOAC International (AOAC, 2000).

Especificidade

Determinada para todos os métodos. Foram utiliza-
dos placebos (Jenke, 1996) (etanol absoluto para SJ e gel
base para o gel de acido salicilico e resorcinol). Avaliaram-
se os sistemas a fim de observar respostas instrumentais
ou sobreposicao de bandas nos espectros.

Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os limites de detecc¢do (LD) e de quantificacao
(LQ) foram determinados com base no desvio padrao da
resposta instrumental (desvio padrao do residual da linha
de regressdo) e sua relagdo com a inclinacao da reta na
curva padrdo construida a baixas concentragdes (Swartz,
Krull, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos validados sao simples, rapidos e de bai-
x0 custo. Na quantificagdo do acido salicilico na SJ, obser-
vou-se que na derivada de primeira ordem existe um mi-
nimo a 320,0 nm, que corresponde unicamente a esta subs-
tancia. Etanol absoluto, resorcinol e acido lactico ndo apre-
sentaram resposta instrumental nesta regido nas condigdes
descritas (Figura 2).

Para o acido salicilico, os dados obtidos para a
linearidade, pelo método dos minimos quadrados, demons-
traram um bom coeficiente de correlacao (Tabela I). Os
valores experimentais obtidos na quantifica¢ao indicam
variabilidade satisfatoria (repetibilidade) (Tabela I1). Uma
boa exatidao do método foi comprovada pelos testes de re-
cuperacao (Tabela III). O método mostrou-se sensivel
para pequenas quantidades de 4cido salicilico presentes na
SJ (Tabela I) e ndo foi observada interferéncia das outras
substancias que constituem a SJ.

Na determinagdo quantitativa do resorcinol em SJ
pela derivada de segunda ordem, observou-se um maximo
a280,0 nm, que corresponde unicamente a referida subs-
tancia. Nesta regido, o etanol absoluto, o 4cido salicilico e
o acido lactico nao apresentam resposta instrumental, ndo
interferindo, portanto, na determinagdo (Figura 3).

Para o resorcinol, os dados obtidos pelo método dos
minimos quadrados demonstram um bom coeficiente de
correlagao (Tabela I). Os valores obtidos na quantificagdo
indicam satisfatoria repetibilidade (Tabela II). Uma boa
exatidao do método foi comprovada pelos testes de recu-
peragao (Tabela III). O método mostrou-se sensivel a pe-
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FIGURA 2 - Espectros no UV na primeira derivada do acido salicilico (18,0 ug/mL), resorcinol (28,0 ug/mL) e acido
lactico (18,0 pg/mL) em etanol absoluto.

TABELA | - Resultados estatisticos obtidos na validagdo do método para a determinagao do acido salicilico e do resorcinol
em SJ.

Parametro estatistico

Acido salicilico® Resorcinol®
Faixa de concentragdo (pg/mL) 12,0-24,0 22,0-34,0
Equagao da reta Y =0,0165x-0,00595 Y =0,0071x-0,00346
Coeficiente de correlagao (r) 0,9999 0,9999
Limite de detecgdo (ug/mL) 0,19 0,27
Limite de quantificagdo (ug/mL) 0,65 091

* Determinag0des na primeira derivada; ® Determinag¢des na segunda derivada

TABELA Il - Resultados obtidos na determinag@o quantitativa do acido salicilico e do resorcinol na SJ.

Solucio de Jessner Acido salicilico ® Resorcinol®
(g/100mL) DPR?® % (g/100mL) DPR" %

Amostra A 14,57 0,67 14,75 0,84

Amostra B 14,31 0,70 14,48 0,81

@ Média de dez determinagdes; "DPR = Desvio padrao relativo.

quenas quantidades de resorcinol presentes na SJ (Tabe-
la ) e ndo foi observada interferéncia das outras substan-
cias que constituem a SJ.

No caso do acido lactico, a espectrofotometria no
UV nao foi capaz de quantifica-lo na SJ devido as carac-
teristicas estruturais. Seria, portanto, necessaria a utiliza-
¢do de outro tipo de detecgdo ou a realizacao de reacdo de

complexacdo. De qualquer forma, observou-se que nao
houve interferéncia na determinagao das outras substan-
cias em questao (Figuras 2 e 3).

Em relacdo a quantificagdo do acido salicilico e do
resorcinol em gel, observou-se que na derivada de primeira
ordem existem um minimo € um maximo a 317,2 nm e
257,6 nm, que correspondem unicamente aquelas substan-
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cias. O gel base ndo apresentou resposta instrumental
nestes comprimentos de onda empregados nas determina-
coes analiticas (Figura 4).

Para o acido salicilico e resorcinol em gel, os dados
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da linearidade pelo método dos minimos quadrados apre-
sentaram bom coeficiente de correlagao (Tabela IV). Os
valores experimentais obtidos na quantifica¢ao indicam
repetibilidade satisfatoria (Tabela V). Uma boa exatidao
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FIGURA 3 - Espectros no UV na segunda derivada do acido salicilico (18,0 pg/mL), resorcinol (28,0 ug/mL) e acido

lactico (18,0 pg/mL) em etanol absoluto.
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FIGURA 4 - Espectro no UV da primeira derivada do acido salicilico 20,0 pg/mL (AS); resorcinol 30,0 ng/mL (R) e gel

base (placebo) (G) em H,SO, 0,1 N.
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TABELA 111 - Recuperagao das solugdes padrao de acido salicilico e de resorcinol adicionada as amostras de SJ e
analisadas pelo método proposto

Acido salicilico Resorcinol
Amostra Concentragio (ng/mL)  Recuperac¢io® Concentragio (ng/mL)  Recuperacgio®
Adicionada Recuperada (%)*? Adicionada Recuperada (%)*?

2,0 2,06 103,0£0,3 1,0 1,01 101,0+0,2

A 3,0 2,98 99,3+0,2 2,0 1,98 99,0+0,1
5,0 4,99 99,8+0,3 3,0 3,04 101,3+0,2
2,0 2,01 100,5+0,2 1,0 0,99 99,0+0,3

B 3,0 3,03 101,0+0,2 2,0 2,01 100,5+0,4
5,0 497 99,4+ 0,4 3,0 3,02 100,7+0,3

*Média de trés determinagdes

TABELA 1V - Resultados estatisticos obtidos na validagdo do método para a determinacgado do acido salicilico e do
resorcinol em géis

Parametro estatistico Acido salicilico® Resorcinol®
Faixa de concentragdo (pg/mL) 8,0-32,0 18,0-42,0
Equacao da reta Y =0,0128x-0,00169 Y =0,0062x - 0,00743
Coeficiente de correlagao (r) 0,9999 0,9998

Limite de detecgao (nug/mL) 0,51 0,13

Limite de quantificagdo (ug/mL) 1,71 0,42

TABELA'V - Resultados obtidos na determinagao quantitativa do acido salicilico e do resorcinol em géis

Amostra do gel Acido salicilico * Resorcinol®
(g/100g) DPR" % (g/100g) DPR" %

Amostra C 20,36 0,26

Amostra D 19,91 0,30

Amostra E 30,76 0,34

Amostra F 30,39 0,35

@ Média de dez determinagdes DPR®= Desvio padrio relativo.

TABELA VI - Recuperagao das solugdes padrao de acido salicilico e de resorcinol adicionadas as amostras de géis e
analisadas pelo método proposto

Acido salicilico Resorcinol
Amostra Concentracio (ng/mL)  Recuperacio® Amostra Concentracio (ng/mL) Recuperacio®
Adicionada Recuperada (%)? Adicionada Recuperada (%)*
4,0 3,93 98,2+0,1 4,0 3,99 99,8+0,2
C 5,0 4,90 98,0+0,3 E 5,0 5,00 100,0+0,3
10,0 10,08 100,8+0,3 10,0 10,00 100,0+0,3
4,0 3,98 99,5+0,2 4,0 3,93 98,2+0,2
D 5,0 497 99,4+0,2 F 5,0 5,04 100,8+0,2
10,0 9,99 99,9+0,3 10,0 10,04 100,4+0,2

*Média de trés determinagdes
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do método foi comprovada nos testes de recuperagao
(Tabela VI). O método demonstrou ser sensivel a peque-
nas quantidades dos principios ativos, como indicam os re-
sultados dos limites de detecgdo e de quantificagdo (Ta-
bela V). Nao foi observada interferéncia do placebo dos
géis.

CONCLUSOES

Os métodos propostos podem ser empregados para
a determinagdo quantitativa do acido salicilico e do
resorcinol em SJ, bem como do acido salicilico e do
resorcinol em géis. Os métodos mostraram-se rapidos, sim-
ples, precisos, exatos e sensiveis. Uma vantagem ¢ que
estes métodos sdo de baixo custo e pouco impacto
ambiental. Os métodos propostos e validados podem ser
utilizados na analise de rotina para o controle de qualida-
de deste tipo de preparagdes farmacéuticas.

ABSTRACT

Validation of analytical methods for the
determination of active substances in
pharmaceutical preparations used in chemical
peelings

Chemical peeling is obtained with exfoliating
formulations and is used in the treatment of actinic
keratosis, wrinkles, dyschromies, acne vulgaris and
rosacea acne. In this research we selected the Jessner
Solution (JS), a pharmaceutical preparation composed
of resorcinol (RS) (14%), salicylic acid (SA) (14%) and
lactic acid (LA) (14%) in alcoholic solution and two
gel samples composed of RS (30%) and SA (20%),
respectively. First and second derivative UV
spectrophotometric methods were developed and
validated for determination of SA and RS, respectively
in JS alcoholic solution, ethanol was used as
background. A first derivative UV spectrophotometric
method was developed for determination of these
active substances in gel samples using 0.1N sulfuric
acid as background. For SA in the JS, the correlation
coefficient (r) was 0.9999, the precision expressed by
the relative standard deviation (RSD) of 0.68% and the
accuracy expressed by the average percent recovery of
100.5%. For RS in the JS, the r was 0.9999, the RSD
of 0.83% and average recovery of 100.3%. In the gel
of SA r was 0.9999, the mean RSD was 0.28% and
average recovery of 99.3%. In the gel of RS the r was
0.9998, mean RSD was 0.34% and average recovery
0f 99.9%.

235

Uniterms: Chemical peelings. Salicylic acid.
Resorcinol. Derivative spectrophotometry.
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