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Resumo

0 4cido hialurénico (AH) é um polissacarideo de elevada relevancia na inddstria farmacéutica e
cosmética, amplamente utilizado em formulagdes terapéuticas e de cuidados de saudde. A necessidade
de métodos analiticos robustos e sustentaveis para a quantificacao de AH constitui um desafio, dada a
complexidade das matrizes. Este trabalho teve como objetivo a elaboracdao de um protocolo para a
detecao e quantificacao de AH, apoiado na identificacao, compilacao e avaliacao das metodologias
descritas na literatura, considerando o desempenho analitico e a sustentabilidade, pela aplicacao da
métrica Analytical GREEnness Metric Approach and Software. A andlise comparativa permitiu identificar
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecao ultravioleta como a técnica com o melhor
desempenho, aliando sensibilidade e precisao a sustentabilidade. Com base nesta avaliacao, foi
elaborado um protocolo para a quantificacao de AH, definindo-se como condicées experimentais a
utilizacao de uma coluna de exclusao por tamanho, caudal de fase mével de 1mL/min, detecdo a198 nm
e tempo de corrida de 10 minutos. A implementacao do protocolo revela-se viavel, embora dependa da
aquisicao de recursos adicionais. Como perspetivas futuras, destaca-se a validagcao experimental ea sua

aplicacdo a diferentes matrizes, potenciando a sua utilidade nainvestigacao e no controlo de qualidade.

Palavras-chave: Acido hialurénico; HPLC-UV: Desempenho analitico; Sustentahilidade; Protocolo

laboratorial



Abstract

Hyaluronic acid (HA) is a polysaccharide of high relevance in the pharmaceutical and cosmetic industries,
widely used in formulations with therapeutic and healthcare purposes. The need for robust and
sustainable analytical methods for the quantification of HA constitutes a challenge, given the complexity
of the matrices involved. This work aimed to develop a protocol for the detection and quantification of
HA, supported by the identification, compilation, and evaluation of methodologies described in the
literature, considering both analytical performance and sustainability through the application of the
Analytical GREEnness Metric Approach and Software. The comparative analysis highlighted High
Performance Liquid Chromatography with ultraviolet detection as the technique with best analytical
performance, combining sensitivity and precision with sustainability. Based on the results, a protocol for
HA quantification was developed, establishing as experimental conditions the use of a size exclusion
column, a mobile phase flow rate of 1 mL/min, detection at 198 nm and a 10 minute-run time. The
implementation of the protocol is feasible, although it depends on the acquisition of additional resources.
As future perspective, experimental validation and its application to different matrices are highlighted,

enhancing its usefulness in research and quality control.

Keywords: Hyaluronic acid; HPLC-UV; Analytical performance; Sustainability; Laboratory protocol
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1. Introducao

0 &cido hialurénico (AH) é uma molécula essencial na biologia dos vertebrados, amplamente reconhecido
pelas suas propriedades de retencdo de dgua e funcdes estruturais dos tecidos (Necas et al., 2008).
Sendo um glicosaminoglicanos, desempenha um papel importante na manutencgao da saude articular, na
cicatrizacao de feridas e na hidratacao da pele (Chen & Abatangelo, 1999). Devido a sua versatilidade e
seguranca, tornou-se um ingrediente popular nos produtos cosméticos e na medicina estética (Fallacara
et al., 2018) pelo que o seu estudo, incluindo a sua caracterizacao e quantificacao, se revela de elevada

importancia.

1.1. Estrutura e composicio do Acido Hialurénico

O AH é um polimero natural nao ramificado, pertencente ao grupo de heteropolissacarideos
denominados de glicosaminoglicanos, amplamente distribuido nos tecidos nervosos, conjuntivos e
epiteliais dos vertebrados (Fallacara et al., 2018). A sua estrutura é composta por unidades repetidas de
dissacarideos de dcido D-glucordnico e N-acetilglucosamina, ligadas em alternancia por ligacoes
glicosidicas p-(1-4) e -(1-3) (Salwowska et al., 2016). Na sua forma nativa, apresenta uma cadeia longa
e um elevado peso molecular (Litwiniuk et al., 2016). A Figura 1 representa a estrutura quimica do AH,

ilustrando as unidades de dissacarideos e as ligagdes glicosidicas que promovem a sua interligacao.

CHOC

Figura 1: Estrutura quimica do AH (Valachovd et al, 2024)

1.2. Funcoes bioldgicas do Acido Hialurénico

O AH desempenha varias funcdes hioldgicas, incluindo a manutencao da elasticidade e viscosidade dos
tecidos conjuntivos liquidos, como o liquido vitreo ocular e o sinovial articular, além de regular o
transporte de dgua e a hidratagao dos tecidos (Marinho et al., 2021). Também atua naretencao de dgua e
lubrificacdo das articulacées e musculos (Necas et al. 2008). Além disso, desempenha um papel
essencial na organizacao dos proteoglicanos da matriz celular, conferindo estrutura e suporte aos
tecidos, e participa em processos mediados por recetores, como mitose, migracao, metdstase,

crescimento tumoral e inflamacao (Marinho et al., 2021).



P.PORTO EEE%?‘SE
1.3. Diferentes pesos moleculares do Acido Hialurénico e suas funcoes

O AH apresenta diferentes pesos moleculares, desempenhando cada um deles funcdes especificas e

oferecendo heneficios distintos.

1.3.1. Acido Hialurénico de alto peso molecular

O AH de alto peso molecular (acima de 1000 kDa) gera uma rede densa, adesiva e viscosa. Atua
principalmente na superficie dos tecidos, criando uma camada protetora e hidratante crucial para a
formacao de uma barreira que previne a desidratacao e protege contra agentes externos (Fallacaraetal.,
2018). E amplamente utilizado na viscosuplementacao para o tratamento da osteoartrite, onde

proporciona lubrificagao e amortecimento das articulacoes (Bagga et al., 2006).

1.3.2. Acido Hialurénico de médio peso molecular

0 AH de médio peso molecular (entre 300 e 1000 kDa) apresenta menor viscosidade que o AH de alto
peso molecular (Girish & Kemparaju, 2007). Facilita a hidratacao e a elasticidade dos tecidos, sendo
absorvido pelas camadas mais externas, o que melhora a sua funcéo estrutural (Kawada et al., 2014). E
utilizado em formulagdes farmacéuticas promovendo o aumento da absorcao de medicamentos e, em

oftalmologia, como lubrificacdo ocular, sendo um componente comum de alguns colirios (Tamer, 2013).

1.3.3. Acido Hialurénico de baixo peso molecular

0 AH de baixo peso molecular (entre 50 e 300 kDa) possui elevada capacidade de penetracao tecidular,
atingindo camadas mais profundas dos tecidos. Favorece a regeneracao celular e a reparacao tecidular,
desempenhando um papel fundamental na cicatrizacao de feridas e na regeneracao de tecidos (Stern et
al, 2006). Esta presente em terapias regenerativas e produtos destinados a recuperacao de lesdes e

cicatrizacao acelerada (Chen & Abatangelo, 1999).

1.3.4. Acido Hialurénico de muito baixo peso molecular

Por fim, o AH de muito baixo peso molecular (abaixo de 50 kDa) tem baixa viscosidade e alta
permeabilidade (Necas et al., 2008). E capaz de alcancar profundamente a matriz extracelular para
estimular a producao de colagénio e elastina. Além disso, pode apresentar propriedades
imunomoduladoras, influenciando a resposta inflamatdria (Chen & Abatangelo, 1999). Estudos indicam

que o AHde peso molecular extremamente baixo pode atuar como modulador de respostas inflamatdrias



j — ESCOLA
P PORTO SUPERIOR
cronicas e doencas autoimunes, interagindo com células do sistema imunitario, como macréfagos e

células dendriticas, requlando a producao de citocinas pré-inflamatdrias (Jiang et al., 2011).

1.4. Alteragdes nos niveis de Acido Hialurénico com o envelhecimento

Os niveis de AH no organismo nao sao constantes ao longo dos anos, sendo influenciados por diversos
fatores. A medida que a idade aumenta, a producao natural de AH diminui devido a reducao da atividade
das células responsaveis pela sua producao, bem como alteracdes no metabolismo (Papakonstantinou
et al., 2012). Essa diminuicao pode ter diversas consequéncias negativas para a satide de cada individuo
e para a aparéncia da sua pele. Na pele, niveis reduzidos de AH equivalem a menos hidratacao e
elasticidade, contribuindo para o aparecimento de rugas e perda de firmeza. Nas articulacdes, a reducao
dos niveis de AH pode acelerar o desgaste das articulacdes e aumentar o risco de desenvolvimento de

osteoartrite (Papakonstantinou et al., 2012; Tamer, 2013).

1.5. Estratégias para manutencao dos niveis de Acido Hialurénico

Devido ao papel fundamental do AH na saude dos tecidos, é essencial adotar estratégias que ajudam a
manter os niveis adequados ao longo do tempo. Isso pode incluir uma dieta equilibrada, um estilo de vida
saudavel ou, em alguns casos, utilizacao de cosméticos, suplementos ou intervencées médicas
especificas (Shaharudin & Aziz, 2016). Entre essas estratégias, destaca-se a suplementacao oral com
AH, que, segundo alguns estudos, demonstrou ser eficaz no aumento dos niveis séricos de AH,
proporcionando melhorias na hidratacao da pele e no alivio do desconforto articular em populacées mais

idosas (Shaharudin & Aziz, 2016).

1.6. Aplicacées do Acido Hialurénico naindiistria cosmética e em suplementos

Os produtos cosmeéticos que incluem AH nas suas formulacées tornaram-se comuns devido aos efeitos
benéficos na saude da pele. Além disso, 0 AH tambhém é frequentemente encontrado em suplementos
alimentares, promovendo a satide articular e cutanea (Hsu et al., 2021). No caso da suplementacao para
a saude articular, o AH tem demonstrado potencial para reduzir a dor e a rigidez nas articulagoes,
especialmente em individuos com osteoartrite. Varios suplementos combinam AH com outras
substancias, como o colagénio, vitaminas e minerais, potenciando os seus efeitos na satde da pele e das

articulacoes (Oliviero et al., 2020).
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1.7. Propriedades clinicas do Acido Hialurénico

Devido a certas propriedades do AH, como a sua natureza viscosa, a sua biocompatibilidade e a nao-
imunogenicidade, este é utilizado em diversas aplicacoes clinicas. Entre essas aplicacoes, destaca-se o
seu uso para reforcar o fluido articular em casos de artrite, como agente auxiliar em cirurgias oculares, e
como cicatrizante ou regenerador de feridas pds-cirdrgicas (Medina et al., 2006).

Além disso, estudos demonstram que o AH pode atuar como agente de distribuicao de farmacos em
diferentes vias de administracao, incluindo nasal, parentérica, pulmonar, tdpica e oftdlmica (Brown &
Jones, 2005). A sua capacidade de formar géis viscosos tornou-o uma escolha frequente para
formulacdes de libertacao controlada, nas quais a libertacao lenta do farmaco melhora a eficdcia

terapéutica, tornando-se particularmente vantajosa em tratamentos prolongados (Brown & Jones,

2005).

1.7.1. Mecanismos de viscosuplementacao e intervencoes oculares

O AH é utilizado no reforco do fluido articular, principalmente através de injecdes intra-articulares,
procedimento conhecido como viscosuplementacao, comumente aplicado em casos de osteoartrite
(Colen et al.,, 2012). Este tratamento melhora a viscosidade e a lubrificacao sinovial, reduzindo o atrito
entre os 0ssos e funciona como amortecedor em casos de choques. Além disso, pode diminuir a
inflamacao e estimular a produgao natural do AH pelo corpo (Moreland, 2003).

Nas cirurgias oculares, como as cataratas, transplante de cdrnea e no descolamento da retina, o AH é
utilizado como viscoeldstico para proteger estruturas delicadas proporcionado um ambiente estavel e
hidratado (Higashide & Sugiyama, 2008). Além disso, o AH é aplicado em feridas pds-cirdrgicas como
cicatrizante e regenerador, devido as suas propriedades hidratantes e capacidade de promover a
regeneracao dos tecidos, acelerando a cicatrizacao e melhorando a qualidade da pele regenerada (Chen

& Abatangelo, 1999).

1.7.2. Aplicacdes terapéuticas do Acido Hialurénico em diferentes vias de administracio

O AH funciona como agente de distribuicao de farmacos em vdrias vias de administracao, incluindo nasal,
parentérica, pulmonar, tépica e oftdlmica, devido as suas propriedades de biocompatibilidade e retencao
de dgua (Brown & Jones, 2005). Na administracdo nasal, ele aumenta a absorcao dos medicamentos
através da mucosa nasal (lllum, 2000). Na via parentérica, forma sistemas de libertacao controlada,
protegendo os farmacos da degradacao. Para a via pulmonar, ajuda na dispersao e penetracao dos

medicamentos nos pulmdes. Na aplicacao tdpica, melhora a penetracao dos principios ativos na pele



(Brown & Jones, 2005). Na via oftdlmica, aumenta a retencao dos medicamentos na superficie ocular,
proporcionando hidratacao e protecao (Zhang et al,, 2021). Essas propriedades do AH contribuem para
aumentar a eficdcia, estabilidade e promover a libertacao controlada dos farmacos (Huang & Huang,
2018). Devido a essas propriedades, o AH destaca-se como um veiculo de grande interesse em
terapéuticas avancadas, como o transporte de fdrmacos anticancerigenos e terapéuticas genéticas. A
sua capacidade de penetrar facilmente nos tecidos-alvo de forma eficiente e controlada representa um
avanco significativo na melhoria das abordagens terapéuticas, potenciando os efeitos do tratamento e

reduzindo os efeitos colaterais indesejados (Huang & Huang, 2018).

1.8. Relevancia dos métodos analiticos na avaliacio do Acido Hialurénico

Com o crescente interesse no AH e a sua crescente inclusdo numa vasta variedade de produtos
cosmeéticos e terapéuticos, é fundamental estabelecer métodos analiticos eficazes para a sua detecao e
quantificacao em diferentes matrizes. A qualidade dos produtos que contém AH é de extrema
importancia, uma vez que afeta nao so a eficacia do produto, mas também a seguranca do consumidor.
Isso implica que os métodos analiticos devem permitir monitorizar a estabilidade do AH ao longo do
tempo e sob diferentes condicoes, avaliando se os niveis declarados no rétulo correspondem a
quantidade efetiva presente no produto.

Além disso, a caracterizacao precisa do AH é importante para a validacao das propriedades funcionais e
para garantir que o produto atende aos padrdes regulamentares de qualidade. Os métodos analiticos
bem estabelecidos permitem a detecao e quantificacao do AH, mas também a identificacao de possiveis

contaminantes e a avaliagao da pureza do polimero, aspetos essenciais em ambientes industriais.

1.9. Quimica Verde

A Quimica Verde tem como objetivo tornar os processos quimicos mais sustentdveis, promovendo
praticas que visam reduzir o impacto ambiental através de principios como a utilizacao de solventes
menos toxicos, a minimizacao das quantidades de reagentes e energia, e o incentivo da utilizacao de
matérias-primas renovaveis (Sajid & Ptotka-Wasylka, 2022).

Na Quimica Analitica, embora o consumo de reagentes e solventes seja em menor escala, 0s residuos
gerados tendem a ser mais dispersos e dificeis de controlar, o que exige aimplementacao de estratégias
eficazes para a sua minimizacao. Em 2013, foram estabelecidos os doze principios da Quimica Analitica
Verde ou Green Analytical Chemistry (GAC), os quais propdem abordagens mais sustentaveis para cada

etapa do processo analitico (Gatuszka et al., 2013). Estes principios servem de base para a concecao,
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avaliacao e melhoria de procedimentos analiticos, promovendo praticas mais seguras, eficientes e
ambientalmente responsaveis.
Os doze principios da GAC sao:

1. Métodos analiticos diretos devem ser usados para evitar o tratamento da amostra;

2. 0tamanho daamostra e o nimero de amostras devem ser minimizados;

3. Asmedicdes devem ser realizadas in situ (no local);

4. A integracao dos processos e operacoes analiticas economiza energia e reduz o uso de

reagentes;

U

Técnicas automatizadas e de escala reduzida devem ser preferencialmente escolhidas;

6. Aderivatizacao deve ser evitada;

7. Aproducao de grandes quantidades de residuos deve ser minimizada, e a eliminacao de residuos
deve ser garantida;

8. Métodos multianalito ou multiparametro sao preferiveis em relacao aos métodos que
determinam apenas um analito de cada vez;

9. Ousode energia deve ser minimizado;

10. Reagentes obtidos de fontes renovaveis sao preferiveis;

11. Reagentes tdxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12. A seguranca do operador deve ser aumentada.

Com o objetivo de avaliar o grau de sustentabilidade dos métodos analiticos, tém sido desenvolvidas
métricas especificas, que permitem comparar diferentes metodologias, identificar alternativas mais
ecoldgicas e, ainda, reduzir os impactos ambientais associados (Tobiszewski et al., 2015). Essas
ferramentas sao essenciais para orientar o desenvolvimento de métodos analiticos mais verdes e
alinhados com os principios da sustentabilidade.

Uma das métricas desenvolvidas para avaliar a sustentabilidade de métodos analiticos é a ferramenta
AGREE (Analytical GREEnness Metric Approach and Software), proposta em 2020 (Pena-Pereira et al.,
2020). Esta ferramenta tem como finalidade a avaliacao do procedimento analitico do ponto de vista da
GAC, considerando os seus 12 principios. Cada principio recebe uma pontuacdo entre O (menos
sustentavel) e 1 (mais sustentavel). O resultado é representado por um pictograma em forma de reldgio,
onde 0s 12 segmentos ao redor simbolizam os principios da GAC. A cor de cada segmento varia do verde-
escuro (valor préximo de 1) ao vermelho (valor préximo de 0), indicando visualmente o desempenho de

cada principio. No centro do pictograma, apresenta-se a pontuacado final e a cor correspondente,
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facilitando ainterpretacao geral do método. A principal vantagem da métrica AGREE € a sua abrangéncia,
pois considera todos os principios da GAC e todas as etapas envolvidas num método analitico. Além
disso, o formato visual combinado com a pontuacao numérica torna a andlise mais intuitiva, permitindo
comparar métodos de forma mais rdpida e eficaz (Sajid & Ptotka-Wasylka, 2022). Na Figura 2, encontra-

se um pictograma exemplo, juntamente com a escala de cor associada a pontuacao e o significado de

cada critério.

1. Tratamento da amostra 1.0
h 2. Quantidade de amostra

3.Posicionamento do dispositivo 0.8

4. Etapas de preparacao daamostra

5. Automatizacao, miniaturizacao 0.6

6. Derivatizacao

7. Residuos

8. Taxa de analise (analysis throughput) [0-4

11. Toxicidade
12. Seguranca para o operador
Figura 2: Pictograma exemplo da métrica AGREE com escala de pontuacao

9. Consumo de energia
10. Origem dos reagentes I0.2

0.0

1.10. Objetivos do estudo

Arealizacao deste estudo teve como objetivo principal a concecao de um método analitico para adetecao
e quantificacao do AH, tendo em conta os instrumentos e recursos disponiveis no Centro de Investigacao
em Satide e Ambiente (CISA), pertencente ao Laboratdrio Associado para a Quimica Verde (LAQV-
REQUIMTE). Para tal, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

- Identificar as técnicas analiticas de detecao e quantificacao do AH encontradas na literatura;

- Caracterizar os diferentes tipos de matrizes analisadas, bem como os procedimentos de extracao e
preparacao da amostra descritos nos estudos publicados;

- Compilar ainformacao relativa aos reagentes e consumiveis necessarios para a execucao dos métodos
analiticos identificados;

- Avaliar a sustentabilidade de cada método através da aplicacao de métricas especificas;

- Selecionar o método com o melhor desempenho, considerando simultaneamente parametros
analiticos e indicadores de sustentabilidade;

- Elaborar um procedimento experimental baseado no método selecionado para dete¢ao e quantificacao
de AH:

- Verificar a viabilidade de implementacao do procedimento no CISA, incluindo a estimativa dos custos

associados.
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2. Métodos

Este trabalho foi desenvolvido em quatro etapas fundamentais: a revisao da literatura com a
caracterizacao e avaliacao dos parametros analiticos das varias técnicas encontradas, a avaliacao da

sustentabilidade (“greenness’), a concecao de um protocolo analitico para a detecdo e quantificacao do

acido hialurdnico, e a avaliagao de viabilidade para aplicacao no CISA.

2.1. Revisao da literatura
A revisao da literatura foi realizada com o objetivo de identificar e compilar informacdes relativas as
técnicas analiticas disponiveis para a detecao e quantificacao de AH, incluindo os seus requisitos,

procedimentos de preparacao da amostra e desempenho.

2.1.1. Planeamento e selecao dos estudos

O planeamento e selecao dos estudos foram realizados mediante pesquisa na base de dados cientifica
Pubmed, recorrendo a estratégias baseadas em palavras-chave e as suas combinacées, tais como
“Hyaluronic acid quantification methods’, "Analytical techniques for hyaluronic acid’ e "Sample
preparation for hyaluronic acid detection”. Foram aplicados critérios de inclusao rigorosos, privilegiando
artigos que descrevessem metodologias de forma detalhada e que estivessem redigidos em inglés ou
portugués. Nao foi aplicada qualquer restricao temporal, tendo sido incluidos todos os artigos publicado
até a atualidade. Estudos incompletos, sem descricao clara dos métodos aplicados ou que nao se

alinhassem com os objetivos do presente estudo foram excluidos da andlise.

2.1.2. Recolha de dados e organiza¢ao dainformacao

Ap6s selecao, os dados foram recolhidos dos diferentes estudos considerando os principios analiticos
das técnicas descritas (como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espetrofotometria e
espetrometria de massa), as matrizes analisadas, bem como os procedimentos de extracdo e preparacao
das amostras. Foram ainda compiladas informacdes relacionadas com os reagentes, consumiveis e
parametros/condicdes experimentais empregues em cada método. Tais dados foram organizados e
submetidos a analise critica, que permitiu a comparacao dos métodos com base em indicadores de

desempenho analitico, como sensibilidade, especificidade, custo-beneficio e complexidade técnica.
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2.2. Avaliacao da sustentabilidade (“greenness”) dos métodos analiticos
A avaliacao da sustentabilidade dos métodos foi realizada com base na métrica AGREE, através da sua

versao disponivel online. Os dados foram inseridos manualmente, fundamentados nas informacdes

recolhidas durante a revisao da literatura, contemplando os doze principios da Quimica Analitica Verde.

2.3. Concecao do Protocolo Pratico
Com base nas informacdes obtidas na revisao da literatura e na avaliacao da sustentabilidade dos
métodos, procedeu-se a elaboracao de um protocolo analitico detalhado, passivel de aplicacao em

diferentes contextos laboratoriais.

2.3.1. Selecao e definicao do método analitico

Nesta fase, procedeu-se a selecdao da técnica que melhor atendia aos critérios de sensibilidade e
especificidade, bem como aquela que obteve melhor classificacao sequndo a métrica AGREE. Foram
igualmente estabelecidos os procedimentos padrao para a preparacao das amostras, bem como as

condicoes analiticas especificas a serem adotadas.

2.3.2. Desenvolvimento do protocolo

O protocolo foi estruturado em detalhe, contemplando todas as etapas necessdrias a sua
implementacao. Foramidentificados os reagentes, consumiveis e equipamentos essenciais, assim como
selecionadas as condicoes experimentais, como temperatura, tempo de andlise e selecao adequada de
solventes. Adicionalmente, foram descritos os procedimentos de extracao e/ou purificacao aplicdveis as

matrizes de interesse, garantindo a clareza e replicabilidade das etapas em diferentes laboratdrios.

2.4. Avaliacao de viabilidade da implementacao do protocolo pratico

Posteriormente a concecao do protocolo analitico, procedeu-se auma avaliagao critica da sua viabilidade
no contexto do CISA, tendo em consideracao a compatibilidade entre os requisitos metodoldgicos e os
recursos laboratoriais disponiveis. A andlise contemplou tanto equipamentos como os reagentes e
consumiveis necessarios, permitindo verificar a sua disponibilidade e identificar eventuais lacunas.

Para os materiais nao disponiveis no centro de investigacao, realizou-se uma avaliacao dos custos
recorrendo afornecedores de referéncia, como VWR Avantor®, Frilabo e Sigma-Aldrich®. Esta avaliacao
permitiu aferir a viabilidade econédmica do protocolo, identificando potenciais constrangimentos

logisticos e financeiros.
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3.1. Analise daliteratura
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No seguimento da pesquisa bibliografica, procedeu-se a consulta nas bases de dados previamente

definidas, recorrendo a combinacdes de palavras-chave especificas, tal como descrito na seccao de

Métodos. Esta pesquisa permitiu identificar um total de 54 publicacoes. Contudo, apds aplicacao dos

critérios de inclusao e exclusao estabelecidos, apenas sete artigos foram considerados elegiveis para

andlise critica. Destes, cinco artigos abordam metodologias aplicadas a formulagdes farmacéuticas

semissdlidas, um artigo incide em formulagdes oftalmicas e, por fim, um artigo refere a andlise de

suplementos alimentares. A Tabela 1 apresenta uma breve compilacao dos dados extraidos das andlises

criticas. Em sequida, é apresentada a analise detalhada de cada um dos sete estudos selecionados.

Tabela 1: Breve compilagdo de informacdes recolhidas da revisao da literatura

Artigo 1 Artigo 2 Artigo 3 Artigo 4 Artigo 5 Artigo 6 Artigo 7
Técnica Analitica: Técnica Técnica Técnica Técnica Técnica Técnica
HPLC, CZEe MCM Analitica: Analitica: Analitica: Analitica: Analitica: Analitica:

e HPLC-UV com HPLC-UV com HPLC com LC-ESI- HPLC com HPLC com SEC
espetrofotometria SEC SEC detecdo por MS/MS detecdo por e detecao por
direta fluorescéncia fluorescéncia indice de
Matriz Matriz Matriz refracao
Matriz analisada: analisada: analisada: Matriz analisada: Matriz
Formulagdes Formulagdes Formulagdes analisada: Formulagoes analisada: Matriz
semissdlidas oftalmicas farmacéuticas Formulagdes semissdlidas Suplementos analisada:
(géis, cremes e (microemulsdes) | semissdlidas (pomadas e alimentares Cultura celular,

pomadas) (logdes géis) sérum e

hidratantes) cdpsulas
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O artigo “New approaches for quantifying hyaluronic acid in pharmaceutical semisolid formulations using
HPLC and CZE" (Artigo 1) (Alkrad et al., 2002) avaliou e comparou diversos métodos analiticos para a
quantificacao de AH em formulagdes farmacéuticas, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), eletroforese capilar (CZE) direta e indireta, método colorimétrico com carbazol (MCM) e
espetrofotometria direta. O método HPLC, apds digestao enzimdtica, revelou excelente
reprodutibilidade, apresentando os valores de limite detecao mais reduzidos. A técnica CZE direta
demonstrou desempenho superior na analise de AH com recurso a um capilar com célula de bolha,
evidenciando boa seletividade e reduzida interferéncia da matriz. Por outro lado, os métodos
espetrofotométricos evidenciaram baixa precisao e elevada variabilidade (Alkrad et al., 2002).
Conclui-se a partir da revisao da literatura que, neste estudo, nem todos os métodos investigados foram
aplicados diretamente em formulac6es farmacéuticas. A maioria das metodologias foi inicialmente
testada em AH de padroes de referéncia, com peso molecular conhecido, permitindo apenas a validacao
do método. Apenas trés abordagens, HPLC sem digestao enzimdtica, MCM e CZE, foram efetivamente
aplicadas a quantificacao de AH em formulacées farmacéuticas semissdlidas, demonstrando a sua
aplicabilidade em matrizes complexas e refor¢cando a relevancia pratica destas técnicas para a
determinacao do analito em contextos reais de producao.

A Tabela 2 sintetiza os principais parametros de comparacao das técnicas. De forma geral, os métodos
HPLC e CZE direta destacaram-se como as abordagens mais fidveis e robustas para a analise de
formulacdes farmacéuticas complexas, evidenciando equilibrio entre sensibilidade, seletividade e

aplicabilidade pratica.

"



Tabela 2:Comparacéo dos métodos analiticos para quantificacdo de Acido Hialurdnico em formulaces farmacéuticas, adaptado de Alkrad et al. (2002)
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Tipo de | Reagentes e | Preparacao da | Técnica . Método de | Acessorios | Figuras  de | Vantagens e
. . . Equipamentos ~ - T s T
matriz consumiveis amostra instrumental detecdo utilizados mérito limitacoes
Vantagens:
Padrao AH Dissolver em . Boa linearidade,
1200 kDa acido  sulfdrico Faixa linear: recisao e
Acido  sulfdrico, | ' 5-1500 pg/mL | Precta
o ajuste de pH, _ sensibilidade e
Formulacaes Hidroxido de filtracao e injecao (r=0,9998); método robusto
AL sédio (NaOH), . UVa280nm LOD: o )
farmacéuticas ) no sistema. Limitacoes:

N metanol,  agua . -Coluna Tug/mL; .
semissolidas Fase movel: . . . ~ | Necessidade de
(géis, cremes e ultrapura agua/metanol Cromatdégrafo Nucleosil-100 | Desvio padrao: reagentes agressivos

: ) Cromatografia HPLC LC-10 AD C18 (4 mm ID, | 5,98 ug/mL . =
pomadas) (96:4) T e risco de degradacao

liguida de alta | acoplado a 5um) da matriz
eficiéncia  com | detetor UV SPD- -Coluna VantagerIIS'
Digestao deteao UV 10A (Shimadzu) Lichrospher Faixa linear: Alta seletividade e
. S 100 RP-8 (4 I
Enzimas para | enzimatica, 10-100 ug/mL | sensibilidade e menor
" - ;. i A mm D, 5 um) : .

= digestao, dcido | filtracao e injecao (r=0,9998); interferéncia de
Padrao AH o . .
31kDa sulfurico, no sistema. UVal195nm LOD: matriz.

acetonitrilo, dgua | Fase movel: 0,3 ng/mL; Limitacoes:
ultrapura dgua/acetonitrilo Desvio padrdo: | Enzimas caras e
(96:4) 0,58 ug/mL. tempo de preparacao

mais longo.

_ Vantagens:

S Faixa linear: ) .
Formulaces Digestao com 10-350 pg/mL Método simples,
A - - acido  sulfdrico, | Espetrofotometri . UV-Vis Cuvette  de barato e facil de
farmacéuticas | Acido  sulftrico, . N Espetrofotometro (r=0,9972); .
s adicao de | a com reacao (530 nm quartzo para aplicar.
semissolidas carbazol, NaOH, N UVv-120-02 - . LOD: o
. . . carbazol, colorimétrica com . aprox., reacao | leituraem UV- Limitagoes:
(géis, cremes e | agua destilada . (Shimadzu) . 10 ug/mL; . .
aquecimento e | carbazol carbazol) Vis . = Baixa precisao e
pomadas) o Desvio padrao: .
medicao da cor 36 pa/mL reprodutibilidade e
19 ) interferéncia da cor.
Faixa linear: I\\,/Iaér'clct)?jgenS:répido e
= Adicao direta da . Cuvette  de 5-1500 pg/ml direto, sem
Padrao AR amostra ao | Espetrofotometri Espetrofotometro uartzo para (r=0,9972) necessidade de
1200 kDa Agua destilada . P UV-120-02 uva28onm | & para | op: Seess
espetrofotémetro | adiretaem UV . leituraem UV- digestao.
o (Shimadzu) . 5ug/mL; RPN
sem digestao Vis . = Limitagoes:
Desvio padrao: I
Elevada variabilidade;
7ug/mL.

menor seletividade.
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Tabela 1: Comparacéo dos métodos analiticos para quantificacdo de Acido Hialurdnico em formulagdes farmacéuticas, adaptado de Alkrad et al. (2002) (Continuacdo)

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Tipo de | Reagentes e | Preparacao da | Técnica . Método de | Acessorios | Figuras  de | Vantagens e
. . . Equipamentos ~ - T s T
matriz consumiveis amostra instrumental detecdo utilizados mérito limitacoes
Faixa linear: Vantagens:
30-500 pg/mL | Andlise direta de AH e
Padrio AH Capﬂar 'de (r:O,:CJQB); n?\o.reqlier(.ilgestao.
1200 kDa UVa194 nm silica fundida | LOD: Limitacoes:
padrao 30 ug/mL; | LOD mais elevado (30
Preparacao  da Desvio padrdo: | ug/mL) e menor
Tampao fosfato | amostra em 4,55 ug/mL sensibilidade.
Padrio  AH 4}0 mM (pH 7.7), | tampéao .fosfa~t0 Fava linear Var.ltagens:' )
agua ultrapura 40 mM, filtracao, Maior sensibilidade e
1200 kDa S . 12,5-500
injecao. Capilar de /mL menor LOD
- silica com | 9 comparado ao capilar
Formulagdes Eletroforese ) (r=0,988); _
A . UVa194 nm célulade bolha padrao.
farmacéuticas capilar com LOD: s
oo - (150 um) Limitacoes:
semissdlidas detecao direta por 5ug/mL; .
. . ~ Requer capilar
(géis, cremes e uv . Desvio padrao: i ’
omadas) Sistema de 233 pg/mL especial com célula de
P eletroforese ' bolha.
capilar Hewlett- Vantagens:
Enzimas ara Digestao Packard G1600A Faixa linear: Combina boa
. - P - enzimatica, . 10-500 ug/mL | sensibilidade com boa
digestao, tampao ~ Capilar de L
- preparacao  da ; (r=0,9994); seletividade por
Padrao AH | fosfato 40 mM silica com S s
‘ amostra em UVal194 nm . LOD: digestao enzimatica.
31kDA (pH 7,7), 4&gua < célulade bolha RPN
ultrapura tampao fosfato (150 pm) 10 ug/mL; | Limitacdes:
40 mM, filtracao, Desvio padrao: | Exige digestao prévia,
injecao. 5,42 pg/mL aumentando o tempo
total.
Faixa linear: Vantagens:
Acido ascérhico, Preparacao  da Eletroforese Capilar de 25-500 pg/ml EVI:&.] dlggs’Fao €
- - amostra com ) . (r=0,9033); andlise  rapida e
Padrao AH | tampao fosfato | _ . s capilar com silica com .
. acido ascorbico e - UVa250nm . LOD: alternativa.
1200 kDa 40 mM, dqua - detecao indireta céluladebolha s
tampao fosfato, 30 ug/mL; | Limitacoes:
ultrapura X AN por UV (150 pm) . - -
filtracdo, injecao. Desvio padrao: | Menor precisao e

14,41 ug/mL

maior desvio padrao.
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Relativamente ao Artigo 2, intitulado “Determination of sodium hyaluronate in pharmaceutical
formulations by HPLC-UV” (Ruckmani et al., 2013), foi desenvolvido e validado um método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecao ultravioleta (UV), utilizando uma coluna de exclusao
por tamanho (SEC), destinado a quantificacao de AH em formulacdes oftalmicas. Este método revelou-
se altamente especifico e sensivel, apresentando um desempenho analitico robusto, caracterizado por
elevada precisao, reprodutibilidade e linearidade ao longo do intervalo de concentracdes analisadas (1-
38 g/mL). A detecao foi realizada na zona do UV a 205 nm, recorrendo a uma fase madvel de tampao
fosfato, garantindo a estabilidade do AH e minimizando interferéncias provenientes da matriz da
formulacao (Ruckmani et al., 2013). Adicionalmente, o processo de preparacao da amostra era bastante
simples, envolvendo apenas a diluicdo da amostra e filtracdo antes da injecao no sistema de
cromatografia.

0 método demonstrou também elevada robustez face a pequenas variagdes operacionais, o que reforca
a sua aplicabilidade tanto em ensaios de controlo de qualidade, como em estudos de estabilidade de
formulacdes farmacéuticas. Além disso, a coluna SEC permite, além da quantificacao do AH, uma
caracterizacao simultanea da distribuicao de pesos moleculares de AH, acrescentando valor a analise em
formulacdes complexas. A Tabela 3 apresenta uma sintese dos principais parametros extraidos do
artigo, incluindo informacao detalhada sobre a metodologia, reagentes, condi¢des instrumentais e o

desempenho do método.
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Tabela 3: Métodos analitico para quantificacdo de Acido Hialurdnico em formulagdes oftdlmicas, adaptado de Ruckmani et al. (2013)
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ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Tipo de | Reagentes e | Preparacao da | Técnica Equipamentos Método de | Acessorios | Figuras  de | Vantagens e
matriz consumiveis amostra instrumental detecdo utilizados mérito limitacoes
AH padrao de Vantagens: Método
referéncia simples, rdpido,
(Farmacopeia especifico,

Solucoes
oftdlmicas

(2 mg/mL de
AH)

Britanica),
tampao fosfato
monopotdssico,
hidréxido de

potassio  (10%),
agua Milli-Q,
excipientes

(fosfato de sadio,
NaCl), membrana
filtrante 0,45 um

Diluicao em fase
mdvel, filtracao
(045 um) e
injecao direta.

Cromatografia

liquida de alta
eficiencia (HPLC)
de exclusao por
tamanho  (SEC)
com detecao UV

Sistema
LC2010AHT
(Shimadzu) com
injetor
automatico,
coluna aquecida e
detetor UV-vis

Detecao UV a
205nm

Coluna BioSep
SEC 52000
(300 x 78
mm), software
LC  Solution
1.22 SP1

Faixa linear:
0,32-0,48
mg/mL

Desvio padrao
relativo: <2%
Recuperacao
média: 99,30%

reprodutivel, robusto e
validado segundo ICH.
Limitacoes:

Necessidade de
coluna SEC especifica;
possivel interferéncia
com picos proximos
ao volume morto em
condicoes menos
otimizadas.
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0 método desenvolvido por Caglar et al. (2022), “Development and validation of an HPLC method for the
determination of hyaluronic acid active substance in pharmaceutical formulation” (Artigo 3), baseia-se
em HPLC-UV, com coluna de exclusdo por tamanho (SEC), com o objetivo de quantificar AH em
formulagdes farmacéuticas, nomeadamente em microemulsdes. Este protocolo evita etapas de
derivatizacao, simplificando a execu¢ao experimental e contribuindo para areducao do tempo de andlise
e dos custos adicionais.

A validacao do método foi realizada segundo as diretrizes do ICH (International Council for Harmonisation
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use), considerando os principais parametros
de desempenho analitico. O método evidenciou elevada especificidade, sem interferéncia dos
excipientes presentes na microemulsdo testada, demonstrou linearidade excelente (coeficiente de
correlagao superior a 0,999), exatidao e precisao adequadas, com baixos valores de desvio padrao e
capacidade para detetar AH em concentra¢oes na gama de pg por mL baixa. Adicionalmente, revelou-se
robusto, mantendo consisténcia perante pequenas variagdes nas condicoes cromatogréficas (Caglar et
al, 2022).

Além da fiabilidade analitica, 0 método destaca-se pela simplicidade operacional e pela auséncia de
etapas complexas de preparacao de amostra, permitindo a sua aplicacao em rotinas laboratoriais. A

Tabela 4 sintetiza os principais parametros metodoldgicos e analiticos do método proposto no estudo.
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Tabela 4: Método analitico para quantificacdo de Acido Hialurénico em microemulsées, adaptado de Caglar et al, 2022
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SUPERIOR
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Tipo de Reagentes e Preparacaoda | Técnica ) Métodode | Acessorios | Figurasde Vantagens e
. - . Equipamentos ~ - - s
matriz consumiveis amostra instrumental detecdo utilizados mérito limitacoes
Vantagens:
-Preparacao de Coluna Método simples,
Acido Hialurénico solucoes padrao analitica preciso, especifico e
Sulfato de sédio " | de AHem NaCl OHpak Faixa linear: reprodutivel, com alta
. PN 0,9%, diluicoes Shodex SB- 5-100 pg/mL; linearidade e
Azida de sodio, > . - .
‘o em fase movel, Cromatografia . 806MHQ LOD: recuperagao proxima
Cloreto de sadio, . R . Sistema HPLC
. ~ ) . filtracao einjecao | liquida de alta . (13 um,80x | 0,266 ug/mL; de 100%.
Microemulsdo | IPM (isopropil L Agilent1100com | UVa198 nm s
L no HPLC. eficiéncia com 300 mm), LOQ: Limitacoes:
miristato), Tween . ~ ~ detetor UV . -
80 etanol aqua -Dissolucao das detecao UV coluna de 0,805 pg/mL; 0 método pode nao
uItr'a ura %“30 de microemulsoes protecao Estdvel poraté | seradequado para
pura, em fase mavel, OHpak SB-G 48 h matrizes mais
membrana. . = o
filtracao e injecao (8 um, 6,0 x complexas sem
no HPLC. 50 mm). etapas adicionais de

preparacao.

17




No estudo de Shimekake et al. (2023), intitulado “Analysis of acetylated hyaluronic acid in moisturizing
lotion and milk lotion by HPLC with fluorescence detection” (Artigo 4), foi desenvolvido um método
destinado a quantificacao de formas modificadas de AH, nomeadamente AH acetilado, em locdes
hidratantes. O método baseia-se em HPLC com derivatizacao p6s-coluna e detecao por fluorescéncia,
caracterizado pela elevada sensibilidade e seletividade, obtidas através da formacao de compostos
fluorescentes resultantes da reacao entre 2-cianoacetamida e os grupos aldeido produzidos pela
hidrolise  alcalina do  &cido  hialurénico  acetilado  (Shimekake et al, 2023).
A metodologia foi desenvolvida para tentar ultrapassar os desafios associados a complexidade das
matrizes cosméticas, incluindo etapas de purificacao, concentracao e extracao que permitem aremocao
eficiente de interferentes. 0 método demonstrou excelente desempenho analitico, evidenciado pela
elevada sensibilidade e especificidade, com limites de detecao e quantificacao de 60 e 200 ng,
respetivamente. Contudo a taxa de recuperacao mostrou-se dependente da matriz, registando valores
mais baixos em locoes de elevada viscosidade, evidenciando limitac6es na aplicacao em determinadas
formulacoes farmacéuticas (Shimekake et al.,, 2023).

Os detalhes completos da preparacao da amostra e do protocolo encontram-se sintetizados na Tabela
5, que resume os reagentes, equipamentos, condicdes experimentais e 0s principais parametros do

método.
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Tabela 5: Método analitico para quantificacdo de Acido Hialurdnico acetilado em locdes hidratantes, adaptado de Shimekake et al, 2023

P.PORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Tipo de | Reagentes e | Preparacao da | Técnica Equipamentos Método de | Acessorios | Figuras de | Vantagens e
matriz consumiveis amostra instrumental qauip detecdo utilizados mérito limitacoes
Acido hialurénico | EXtra630 da logao Bomba de HPLC
. - com acetona, Vantagens:
acetilado, padrdes cequida de (5110), Forno de Alta sensibilidade e
de AH, Acetona, gu < coluna (L-7300), | Derivatizacdo | Coluna HPLC -
... | centrifugacao. O . . seletividade com
Cloreto de sddio <obrenadante Injetor com 2- | Inertsil c4 fluorescéncia o
(02 M e 16%), obtido cofreu Automdtico  (L- | cianoacetami | (150 x 4.6 | Faixa Linear: detecao direta de AH
Metanol, 2- e~ Cromatografia 2200), Bomba de | dasobNaOHa | mm), Spin | 125 a 400 g
cianoacetamida purificacao numa liquida de alta | embolo duplo | 110  °C - | columns ug/mL acetilado.
Locoes . coluna de troca . .o . 5 Limitacoes:
hidratantes (0,5%), Hidrdxido iénica (SAX), com eficiéncia (HPLC) | para reagentes | emissdo de | (Vivapure Q | (R = | Baixa recuperacio de
de sddio (1 M), . ' com detecao por | fluorogénicos fluorescéncia | mini H, SAX), | 0,997)LOD: 60 peragao ¢
~ | posteriorlavagem A o amostras reais
Metanol, tampao e eluicio com fluorescéncia (NP-KX-210), (Excitacao: software ng (16.9%) reacdo pés-
fosfato (50 mM s . Banho de reacdo | 346 nm / | Chromato- LOQ:200ng ,270), Teacao p
NaCl. O extrato foi s coluna complexa e uso
NazHPO4, pH 35), | .. ... seco (DB-5) e | Emissao: PRO para .
. liofilizado, e de reagentes toxicos
D:0, filtro de . Detetor de | 410 nm) analise
. ressuspendido . (NaOH e 2-
seringa (0,45 um). em  metanol e fluorescéncia cianoacetamida)
(FP-1520) )

filtrado.
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0 estudo de Kiihn et al. (2003), “Quantification of hyaluronic acid fragments in pharmaceutical
formulations using LC/ESI/MS" (Artigo 5), descreve a aplicacao da técnica de cromatografia liquida
acoplada a detecao por espectrometria de massa em tandem (LC-ESI-MS/MS) para a quantificacdo de
fragmentos de acido hialurénico (HAF) resultantes de digestao enzimdtica em formulacdes semissdlidas,
mais especificamente, géis e pomadas. A degradacao enzimdtica gera misturas complexas de
oligémeros, cuja distribuicao de massa molecular foi caracterizada por espectrometria de massa com
desorcao/ionizacao assistida por laser e tempo de voo (MALDI-TOF).

A andlise por LC-MS/MS em modo de ionizacao por electrospray (ESI) negativo permitiu a detecao
seletiva de fragmentos caracteristicos de AH (m/z554 e 466), sendo as intensidades quantificadas com
recurso a um padrao interno (maltose), 0 que assegurou precisao e robustez e permitiu corrigir potenciais
efeitos de matriz. A resposta analitica demonstrou elevada sensibilidade as condi¢6es instrumentais,
nomeadamente a posicao do capilar de silica fundida no interface ESI, exigindo calibracao rigorosa e
utilizacdo do padrao interno para garantir fiabilidade (Kiihn et al., 2003).

A recuperacao dos analitos apresentou variabilidade dependente da matriz analisada. O gel de
carboximetilcelulose obteve taxas de recuperacdao mais elevadas, possivelmente associadas a
evaporacao de dgua durante a preparacao, enquanto a emulsao apresentou recuperagoes mais baixas e
maior variabilidade, relacionada com interacées entre os fragmentos de AH e componentes da
formulacao, como os surfactantes (Kiihn et al., 2003).

Os equipamentos utilizados, os reagentes envolvidos na preparacdo das amostras, as condicoes
instrumentais e os principais parametros analiticos de validacao estao resumidos na Tabela 6,

proporcionando uma visao consolidada da abordagem experimental e do desempenho do método.
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Tabela 6: Método analitico para quantificacdo de fragmentos de Acido Hialurdnico em formulacées farmacéuticas (pomadas e géis), adaptado de Kiihn et al. (2003)

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Tipo de | Reagentes e | Preparacao da | Técnica . Método de | Acessorios | Figuras  de | Vantagens e
. . . Equipamentos ~ - 7 s T
matriz consumiveis amostra instrumental detecdo utilizados mérito limitacoes
Detecao por
MS/MS . Vantagens:
‘ Bomba HPLC / Capilar de gens:
Metanol, Agua, | . = (modo ESI . . . Alta especificidade e
. Dissolucao do gel SpectraSystem . silica fundida | Faixas de - .
tetrahidrofurano negativo) com .. . . seletividade, permite
e pomada em P4000, = posicionado linearidade: e~
(25% m/v em = ~ . fragmentacao ) quantificacao em
solucao de padrao | Cromatografia mostrador o exatamente - HAF6: 5-50 .
metanol), D- | . P N L. de ioes . matrizes complexas e
interno liquida acoplada a | automdtico  (AS - no final da | ug/mL = A
Maltose, , . especificos detecao simultanea de
- S (metanol/dgua + | espectrometria 3000), ] agulha  ESI | — HAF4 e HAF5: s
Formulacées Carboximetilcelul o (ex: m/z 378 multiplos elementos.
A - maltose) de massa com | Desgaseificador Fonte ESIcom | 20-80 pg/mL | . .7 "~
farmacéuticas | ose, Solucodes N Lo — fragmentos Limitagoes:
< Homogeneizacao | ionizacao por | de  membrana, voltagem de | Curvas de -
(pomadas e | padrao de HAF = . em m/z 554, - = Forte  dependéncia
- Extracao liquido- | electrospray em | Espectrdmetro de 45 kV | calibracao: . -
géis) (HAF4, HAFS, | . . o . . 466,437, com das condicoes do ESI
. liqguido e injecao | modo negativo e | massa Finnigan | .. Coluna - m/z 554 . -
HAF6), enzima diferentes . ) (ex:  posicao  do
hialuronato liase de 15 uL da|em tandem (LC- LCO cargas) Nucleosil C2 | linear capilar) e sem padroes
< ' | amostra no | ESI-MS/MS) (ThermoFinnigan, 985 1250 mm x|- m/z 466 P P
tampao acetato | . Quantificacao L calibradores  puros
P sistema LC-ESI- USA) com . 2 mm, 100-7, | polinomial de
de sddio (0,01 M, . relativa ao para todos 0s
MS/MS interface de ESI - Macherey- segunda ordem
pH 7). padraointerno Nagel) fragmentos (uso de
(m/z 683 da g razao de picos).
maltose)
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No estudo intitulado “Quantification of hyaluronic acid and methylsulfonylmethane in dietary
supplements” (Artigo 6) (Harmita et al., 2020), foi desenvolvido e validado um método analitico destinado
a determinacao de AH e metilsulfonilmetano (MSM) em suplementos alimentares.

A quantificacao do AH foi realizada por HPLC com detecao por fluorescéncia, sendo previamente
necessaria a derivatizacao da amostra com cloreto de fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC-CI), um agente
derivatizante reconhecido pela elevada seletividade para grupos amino e pela capacidade de gerar
compostos altamente fluorescentes, favorecendo a detecao sensivel do analito (Harmita et al., 2020).

0 método desenvolvido para a quantificacao de AH em suplementos alimentares demonstrou elevado
desempenho analitico, evidenciado por um coeficiente de correlacao de 0,9983 na faixa de linearidade
de 5- 50 ug/mL, refletindo excelente linearidade. O método apresentou limites de detecao (LOD = 3,55
ug/mL) e quantificacao (LOQ = 11,84 ug/mL) na gama baixa de ug/mL. Adicionalmente os ensaios de
avaliacao da exatidao e precisao revelaram valores de recuperacao entre 98,59 e 100,42 % e coeficiente
de variacao inferior a 2%, evidenciando a fiabilidade e reprodutibilidade da metodologia para a andlise de
AH em matrizes complexas como os suplementos alimentares (Harmita et al., 2020).

Face a estas caracteristicas, o0 método demonstrou ser uma ferramenta robusta e adequada para
aplicacao em controlos de qualidade de suplementos alimentares que contenham AH. Os principais
parametros de validacao analitica, bem com as condicdes experimentais, encontram-se resumidas na

Tabela 7.
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Tabela 7: Método analitico para quantificacdo de Acido Hialurdnico em suplementos alimentares, adaptado de Harmita et al. (2020)

P.PORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Tipo de | Reagentes e | Preparacao da | Técnica . Método de | Acessorios | Figuras  de | Vantagens e
. . . Equipamentos ~ - 7 s T
matriz consumiveis amostra instrumental detecdo utilizados mérito limitacoes
Solucdo padrao
AH:
200 mgde padrao
de AH dissolvido Vantagens:
em 100 mL de HCI Alta sensibilidade,
O1N. excelente precisao e
Padroes de AH, A.m ostraj Linearidade: exath ?0' boa
< o Dissolucao  em seletividade com
Acido cloridrico 5-50 ug/mL R
- | 100 mL de HC N derivatizacao e
(Ha), Tampao Fluorescéncia (r= 0,9983); . .
O1N. Coluna método simples para
borato (pH 9,3), - com . @ LOD:
Solucao para . AT Shimadzu suplementos em
Cloreto de e Cromatografia . derivatizacao . 355  ug/mL; | .5,
Suplementos . I andlise: . Sistema de HPLC o (18, Injetores pd/capsulas
. fluorenilmetiloxicar liqguida de alta . ® prévia com . LOQ: IR
alimentares . 300 uL de A . Shimadzu manuais, Limitacoes:
bonil  (FMOC-CI), - - eficiencia (HPLC) FMOC-CI . 1,84 ug/mL; :

(em - solucao padrao de N Detetor de - Vortex, Vials - Necessidade de etapa
., Acetonitrilo, com detecao por L (excitacao Precisao (%CV): VRS
p6/cdpsulas) ~ AH ou amostra + " fluorescéncia para HPLC e de derivatizacao

Solugdo de acetato fluorescéncia 255 nm / . 0,10-0,79%: .

- 300 puL de - Seringas para e (tempo adicional),
pH 42, Agua - emissao Exatiddo (% N

. tampao borato + HPLC - detecao apenas do
ultrapura e Filtros 330 nm) recuperacao): )

300 uL de derivado fluorescente,
de  membrana | (o FMOC-CI 98,59~ requer  FMOC-CI
0,45 um. - ' 100,42%. quer

agitar no vortex (sensivel a luz e

durante 20 s, humidade) e nao
deixar repousar 2 aplicavel diretamente
min. amatrizes bioldgicas

Filtrar e injetar

20 uL da mistura

no HPLC.
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No estudo de Sudrez-Herndndez et al. (2021), intitulado “Validation of an analytical method for the
simultaneous determination of hyaluronic acid concentration and molecular weight by size-exclusion
chromatography” (Artigo 7), foi desenvolvido e validado um método analitico baseado em cromatografia
liquida de exclusao por tamanho (HPLC-SEC) para a quantificacao do AH e determinacao simultanea do
seu peso molecular em diferentes matrizes. 0 método recorre a um detetor de indice de refracao, que
permite a andlise direta das fracdes moleculares de AH sem necessidade de derivatizacao, preservando
aintegridade do polimero.

0 método demonstrou elevado desempenho em amostras complexas, incluindo produtos cosméticos e
amostras bioldgicas, permitindo diferenciar fracdes moleculares e caracterizar acomposicao e qualidade
do polimero, informacao essencial para avaliar a sua funcionalidade em aplicacées farmacéuticas
(Sudrez-Hernandez et al., 2021). As curvas analiticas foram desenvolvidas para concentracdo e peso
molecular nas faixas de 100-1000 mg/L e 0,011-2,200 MDa, respetivamente, evidenciando ampla
linearidade. O método apresentou repetibilidade e reprodutibilidade superiores a 98%, bem como limites
de detecao e quantificacao de 12 e 42 mg/L, respetivamente, confirmando a sua fiabilidade.

A Tabela 8 sintetiza os principais parametros do método, incluindo reagentes e consumiveis, técnica
instrumental empregue, preparacao da amostra e figuras de mérito. Esses dados refor¢am a robustez e
a aplicabilidade da técnica, que contribui tanto para a pesquisa como para o controlo de qualidade de
produtos que incluem AH. O facto de permitir simultaneamente a quantificacao a determinacao do peso
molecular do AH tornam este método mais abrangente, vantajoso e eficiente que os restantes métodos

apresentados.
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Tabela 8: Método analitico para quantificacdo de Acido Hialurdnico em matrizes diferentes, adaptado de Sudrez-Hernandez et al. (2021)

P.PORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Tipo de | Reagentes e | Preparacao da | Técnica . Método de | Acessodrios | Figuras de | Vantagens e
. . . Equipamentos ~ - 7 s T
matriz consumiveis amostra instrumental detecdo utilizados mérito limitacoes
Cultura celular:
Vantagens:
1mL de amostra + Permite quantificacao
1 mL de SDS, ermre d ¢
- simultanea e
vortex, - reacao determinacao do peso
AH  (diferentes | (10 min a X . § P
. Método validado | molecular do AH,
pesos temperatura Sistema  HPLC .
. . com aplicavel em
moleculares), ambiente), . Alliance e2695 . ; .
. = Cromatografia - repetibilidade de | diferentes matrizes
lauril sulfato de | remocao de | ;. Detetor de indice < Coluna il
Cultura celular, | .. A liqguida de alta - | Detecao por 98,3%, (bioldgicas e produtos
. sGdio (SDS), | bactérias por | L. . de refracdo | . . Ultrahydrogel . <
sérum e . - . - eficiencia (HPLC) . indice de coeficiente  de | farmacéuticos)
) Nitrato de sédio, | centrifugacao, - (Refractive Index - 2000 (7,8 x L - L
capsulas ; oo - | de exclusao por refracao variacao  entre | Limitacoes:
Agua ultrapura | filtracao e injecao 2414) 300 mm) o i
. . tamanho (SEC) 08 e 17% e | Necessidade de
(Milli-Q) e Filtros | de 80 L. Software S -
< reprodutibilidade | detetor de indice de
de membrana | Capsulas e Empower 3 . o =
< superior a 98%. refracao (menos
0,45 um sérum: ;
- = sensivel que UV) pode
Dissolucao  em . A
. haverinterferénciaem
agua ultrapura,

filtracao e injecao
de 80 pL.

amostras mais

complexas.
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3.2. Avaliacao da sustentabilidade (“greenness”) dos métodos analiticos

A aplicacao da métrica AGREE (Analytical GREEnness Metric Approach and Software) constituiu uma
etapa essencial para a avaliagao da sustentabilidade dos métodos analiticos identificados na revisao da
literatura, permitindo quantificar o grau de conformidade com os doze principios da Quimica Analitica
Verde. Esta métrica fornece uma representacao visual e numérica de cada método, possibilitando a
comparacao objetiva da sustentabilidade entre diferentes abordagens analiticas. Para a sua aplicacao,
os dados de cada método relacionados com cada um dos 12 principios da Quimica Analitica Verde foram
extraidos dos artigos selecionados e inseridos na ferramenta online da métrica AGREE. Para garantir a
uniformidade dos resultados obtidos a partir dos diferentes artigos analisados, foram estabelecidos
critérios que foram aplicados em todas as analises, de modo a garantir a coeréncia e a precisao dos
resultados, permitindo uma comparacao mais rigorosa entre os diferentes métodos estudados. Por
exemplo, considerou-se que um numero de etapas igual ou inferior a 4 correspondia a um numero
reduzido de passos no processo analitico e que, quando o volume gasto ndao excedia 2 mL, a preparacao

da amostra podia ser considerada miniaturizada.

3.2.1. Avaliacao da aplicacao da métrica AGREE aos métodos analiticos descritos no Artigo 1

No Artigo 1, foram realizadas trés avaliacoes utilizando a métrica AGREE. Embora o estudo apresentasse
um numero superior de métodos, foram considerados apenas aqueles cuja matriz analisada
correspondia a produtos farmacéuticos, ou seja, amostras, uma vez que os demais analisaram
exclusivamente padroes de AH.

A andlise da técnica MCM por meio da métrica AGREE resultou num valor (score) de 0,39, conforme
ilustrado na Figura 3. Este resultado evidencia que o método apresenta um baixo nivel de
sustentabilidade, nao podendo ser considerado “verde”. Além disso, a metodologia envolve a utilizacao
de reagentes t6xicos como o &cido sulfrico (critério 11), e recorre a compostos que nao sao de origem
renovdvel (critério 10), além de gerar um volume significativo de residuos (critério 7), fatores que
justificam a predominancia da cor vermelha em alguns critérios no pictograma. E, por dltimo, a sequranca
do operador revelou-se comprometida (critério 12), dado que os reagentes utilizados apresentam
propriedades toxicas, persistentes, bioacumulativas, inflamdveis e corrosivas, configurando riscos
ocupacionais relevantes. De qualquer modo, o0 método apresenta algumas caracteristicas em que esta

mais alinhado com os principios da Quimica Verde, tais como um numero reduzido de passos de
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preparacao da amostra (critério 4), a necessidade de uma quantidade reduzida de amostra (critério 2) e 0

Ry

consumo controlado de energia (critério 9).

Figura 3: Pictograma AGREE da técnica MCM (valor=0,39) (Alkrad et al, 2002)

A analise do método HPLC, realizada com a métrica AGREE, resultou num valor global (score) de 0,44,
refletido por uma coloracdo amarela/laranja no pictograma apresentado na Figura 4. Este resultado
indica um nivel intermédio de sustentabilidade, evidenciando que, embora o método seja eficaz do ponto
de vista analitico, apresenta limitacdes significativas em termos ambientais. A técnica exige um volume
inicial de amostra relativamente elevado, cerca de 5 mL (critério 2), utiliza reagentes que nao sao de
origem renovavel (critério 10) e gera uma quantidade consideravel de residuos (critério 7), fatores que
contribuem para a cor laranja predominante no pictograma. No que concerne a seguranca do operador
(critério 12), a avaliacdo também se posiciona em nivel intermédio, refletindo o uso de reagentes
inflaméaveis, oxidantes e tdxicos (critério 11), o que representa riscos ocupacionais relevantes. Dos
parametros avaliados, trés deles apresentam uma pontuacao mais alta e, por conseguinte, uma
coloracao verde, uma vez que o método envolve poucos passos de preparacao da amostra (critério 4),

nao envolve derivatizagao (critério 6) e ndo consome muita energia (critério 9).

0.44

Figura 4: Pictograma AGREE da técnica HPLC-UV (valor=0,44) (Alkrad et al, 2002)
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A avaliacao do método CZE, efetuada através da métrica AGREE, revelou um valor global (score) de 0,5,
indicando um nivel intermédio de sustentabilidade, e o mais alto dos métodos descritos no artigo,
conforme ilustrado no pictograma apresentado na Figura 5. 0 método caracteriza-se pela utilizacao de
um volume inicial de amostra relativamente reduzido, aproximadamente 1 mL (critério 2), e pela geracao
de uma quantidade considerdvel de residuos (critério 7). Embora apresente desempenho analitico
adequado, atécnica apresentalimitacoes em termos de produtividade, permitindo a realizacao de apenas
duas anadlises por hora (critério 8). Adicionalmente, os reagentes utilizados nao sao provenientes de
fontes renovaveis (critério 10). No que se refere a seguranca do operador, a avaliacao indica um nivel
intermédio, evidenciado pela coloracao alaranjada no pictograma (critério 12). Entre os parametros
avaliados, alguns apresentam a coloracao verde, refletindo a conformidade do método com critérios de
sustentabilidade. Além do volume reduzido de amostra (critério 2), 0 método envolve um nimero baixo
de etapas de preparacao da amostra (critério 4), trata-se de um procedimento semi-automatico e

miniaturizado (critério 5), ndo requer derivatizacao (critério 6) e apresenta um baixo consumo energético

0.5 &

-

Figura 5: Pictograma AGREE da técnica CZE (valor=0,5) (Alkrad et al, 2002)

(critério 9).

3.2.2. Avaliacao da aplicacao da métrica AGREE ao método analitico descrito no Artigo 2

No Artigo 2, a avaliacao do método HPLC realizada através da métrica AGREE, resultou num valor global
(score) de 0,56, conforme ilustrado na Figura 6. O pictograma evidencia uma coloracao amarela-
esverdeada/verde-claro, indicando um nivel intermédio de sustentabilidade, considerado
moderadamente favoravel. Esta técnica requer um valor inicial de amostra relativamente elevado,
aproximadamente 5 mL (critério 2), e produz uma quantidade moderada de residuos (critério 7). Os
reagentes utilizados ndo sao provenientes de fontes renovaveis (critério 10), representando uma
limitacao do ponto de vista da sustentabilidade ambiental. No que se refere a sequranc¢a do operador, 0

pictograma apresenta uma coloracao verde-claro, refletindo um desempenho global positivo, embora os
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reagentes empregues possuam propriedades corrosivas e irritantes (critério 12). Apesar de ser
necessario recorrer a um reagente tdxico para ajuste do pH, este encontra-se em quantidades reduzidas
e dissocia-se completamente no final do procedimento, minimizando o risco associado (critério 11). Entre
os parametros do método que apresentam pontuacao mais alta, e por conseguinte coloragcao mais verde,
destacam-se ainda o reduzido nimero de etapas de preparacao da amostra (critério 4), a ndo utilizacao

de derivatizacao (critério 6) e 0 consumo de pouca energia (critério 9).

y

&

Figura 6: Pictograma AGREE da técnica HPLC-UV (valor=0,56) (Ruckmani et al, 2013)

3.2.3. Avaliacao da aplicacao da métrica AGREE ao método analitico descrito no Artigo 3

A avaliacao da sustentabilidade da técnica de HPLC descrita no Artigo 3, realizada recorrendo a métrica
AGREE, resultou num valor global (score) de 0,52, conforme ilustrado na Figura 7. O pictograma
apresenta uma coloracdo amarelada no centro, correspondendo a um nivel intermédio de
sustentabilidade. 0 método requer um volume inicial de amostra reduzido (critério 2), cerca de 0,01 g,
embora produza uma quantidade consideravel de residuos de reagentes (critério 7), que ndo derivam de
fontes renovdveis (critério 10). A produtividade analitica é moderada, permitindo a execucao de seis
ensaios por hora (critério 8). No que se refere a seguranca do operador, a avaliacao é positiva, evidenciada
pela coloracao verde no pictograma (critério 12), embora os reagentes utilizados possuam caracteristicas
toxicas e inflamaveis (critério 11), implicando a necessidade de cuidados adequados durante a
manipulacao. Existem outros critérios que apresentam a coloragao verde, umavez que o método envolve
poucos passos de preparacao da amostra (critério 4), ndo requer derivatizacao (critério 6) e 0 consumo

energético é baixo (critério 9).
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Figura 7: Pictograma AGREE da técnica HPLC-UV (valor=0,52) (Caglar et al, 2022)

3.2.4. Avaliacao da aplicacao da métrica AGREE ao método analitico descrito no Artigo 4

A sustentabilidade da técnica de HPLC com detecao por fluorescéncia, aplicada no Artigo 4, foi avaliada
através da métrica AGREE, tendo sido obtido um valor global (score) de 0,51, conforme demonstra a
Figura 8. O pictograma evidencia uma coloracao predominantemente amarelada, correspondente a um
nivel intermédio de sustentabilidade. O volume inicial de amostra requerido é de aproximadamente 1mlL,
valor considerado adequado e favoravel do ponto de vista analitico de acordo com o tipo de amostra
(logao) (critério 2). No entanto, 0 método gera uma quantidade significativa de residuos (critério 7). Os
reagentes utilizados nesta técnica ndo sao de origem renovavel (critério 10). Acresce que, devido a
utilizacao de uma fase mével em gradiente, ocorre uma variacao de composicao ao longo da andlise,
implicando um maior consumo de solventes com reconhecida toxicidade (critério 11). Relativamente a
seguranca do operador, a avaliacdao apresenta-se positiva, como indicado pela coloracao verde no
pictograma (critério 12), contudo os consumiveis empregues possuem caracteristicas tdxicas e
inflamdveis, exigindo cuidados adicionais tanto na manipulacdao como no descarte dos mesmos.
Analisando os restantes critérios alguns apresentam coloracao verde, ou seja, revelam um maior
alinhamento do método com a Quimica Analitica Verde, nomeadamente um nimero reduzido de etapas
de preparacao da amostra (critério 4), um procedimento semi-automatico e miniaturizado (critério 5), e

um consumo energético baixo (critério 9).
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Figura 8: Pictograma AGREE da técnica HPLC com detecdo por fluorescéncia (valor=0,51) (Shimekake et al, 2023)

3.2.5. Avaliacao da aplicacao da métrica AGREE ao método analitico descrito no Artigo 5

0 método LC-MS, descrito no Artigo 5, foi submetido a avaliacao da sustentabilidade através da métrica
AGREE, tendo alcancado um valor global (score) de 0,3, o valor mais baixo observado entre os métodos
analiticos analisados neste trabalho. Conforme ilustrado na Figura 9, o pictograma apresenta no centro
uma coloracao predominantemente laranja, o que traduz um nivel de sustentabilidade reduzido. Esta
técnica caracteriza-se por um nimero elevado de etapas até a conclusdo da andlise (critério 4),
associado a um volume inicial de amostra relativamente elevado (critério 2), o que contribui para a
diminuicao da sustentabilidade do método. De referir que este método requer um elevado gasto
energético devido a utilizacdo da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (critério 9),
0 que se traduz na diminuicdo da sustentabilidade. Nao obstante, evidencia uma produtividade
considerdvel, umavez que possibilita arealizacao de mais de sete determinacdes no espaco de umahora
(critério 8). No que concerne aos reagentes, nenhum provém de fontes renovaveis (critério 10), o que
compromete ainda mais a sustentabilidade do método. Relativamente a seguranca do operador, esta
encontra-se globalmente assegurada (critério 12), ainda que os compostos envolvidos apresentem
propriedades inflamdveis e tdxicas (critério 11), facto que exige uma adocao de medidas rigorosas de
seguranca laboratorial. Além da seguranca do operador, este método apresenta mais dois critérios com
pontuacao favoravel do ponto de vista da sustentabilidade, evidenciada pela coloracao verde, uma vez

gue requer poucos passos de preparacao da amostra (critério 4) e ndo requer derivatizacao (critério 6).
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Figura 9: Pictograma AGREE da técnica LC-MS (valor=0,3) (Kiihn et al, 2003)

3.2.6. Avaliacao da aplicacao da métrica AGREE ao método analitico descrito no Artigo 6

A avaliacdo da sustentabilidade da técnica de HPLC com detecao por fluorescéncia, de acordo com a
métrica AGREE, resultou num valor global (score) de 0,54, conforme demonstra a Figura10. O pictograma
apresenta uma cor amarela-esverdeada, correspondendo a um nivel intermédio de sustentabilidade. O
volume inicial de amostra requerido é reduzido (critério 2), o que constitui um aspeto favoravel na
perspetiva da sustentabilidade do método. No entanto, a utilizacao de compostos como o reagente de
derivatizacdo FMOC-CI (critério 6), caracterizado pela sua toxicidade (critério 11), contribui
negativamente para a avaliacao global do método. A produtividade é considerada moderada, uma vez
gue apenas é possivel realizar quatro andlises por hora (critério 8). Adicionalmente, nenhum dos
reagentes utilizados sao provenientes de fontes renovaveis (critério 10), o que limita ainda mais a
sustentabilidade da técnica. Em termos de seguranca para o operador, a avaliacao € positiva conforme
indicado no pictograma, embora os reagentes empregues apresentem propriedades toxicas e
inflamaveis (critério 12). Para além dos critérios jd& mencionados, existem outros que apresentam
coloracao verde, uma vez que o método inclui um nimero reduzido de etapas de prepara¢ao da amostra
(critério 4), o procedimento é semi-automdtico e é miniaturizado (critério 5) e o consumo energético é

baixo (critério 9).
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Figura 10: Pictograma AGREE da técnica HPLC com detecao por fluorescéncia (valor=0,54) (Harmita et al, 2020)

3.2.7. Avaliacao da aplicacao da métrica AGREE ao método analitico descrito no Artigo 7

O método de HPLC de exclusao por tamanho, descrito no Artigo 7, foi submetido a avaliacao de
sustentabilidade através da métrica AGREE, tendo obtido um valor global (score) de 0,56, conforme
demonstra a Figura 11. O pictograma evidencia a coloracao verde-claro ao centro, que representa um
nivel intermédio de sustentabilidade, considerado moderadamente favordvel. O método requer um
volume inicial de amostra reduzido, cerca de 1 mL (critério 2), 0 que apresenta um aspeto positivo do
ponto de vista da sustentabilidade. Por outro lado, a técnica gera uma quantidade consideravel de
residuos (critério 7) e recorre a reagentes que nao sao renovaveis (critério 10), fatores que contribuem
negativamente para a sua avaliacao global. A produtividade analitica é considerada moderada (critério
8), dado que apenas é possivel realizar quatro analises por hora. Relativamente a seguranca do operador,
esta apresenta-se favordvel (critério 12), embora os reagentes utilizados possuam propriedades
oxidantes e tdxicas (critério 11), implicado a necessidade de cuidados adequados no decorrer da
preparacao. Entre os parametros avaliados, quatro apresentaram pontuacao mais elevada, evidenciada
pela coloracao verde mais intensa, o que reflete a conformidade do método com critérios de
sustentabilidade. Esses parametros incluem um ndmero reduzido de etapas de preparacao da amostra
(critério 4), um procedimento semi-automatico e miniaturizado (critério 5), ndo ser necessario realizar

derivatizacao (critério 6) e um consumo energético baixo (critério 9).
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Figura 11: Pictograma AGREE da técnica HPLC-SEC (valor=0,56) (Sudrez-Hernandez et al,, 2021)

3.3. Andlise comparativa da revisao da literatura e da avaliacao da sustentabilidade

A andlise critica das metodologias disponiveis para a quantificacao do AH assume particularimportancia,
na medida em que permite identificar nao apenas a sua relevancia cientifica, mas também a sua
viabilidade pratica de implementacao. A conjugacao entre os dados reportados na literatura e a avaliacao
da sustentabilidade através da métrica AGREE possibilita uma apreciacao integrada, que ultrapassa a
simples descricao técnica e evidencia aspetos determinantes como a exequibilidade laboratorial, a
acessibilidade e disponibilidade dos equipamentos necessdrios, a especificidade analitica e o impacto
ambiental e de seguranca associado a cada método. Esta abordagem comparativa constitui, assim, uma
ferramenta essencial para fundamentar a selecao do método que melhor concilie desempenho analitico,
sustentabilidade e aplicabilidade pratica, fornecendo bases sdlidas para a sua implementacao em
contexto laboratorial.

Assim, a andlise conjunta dos sete artigos revela-se imprescindivel para uma compreensao aprofundada
das potencialidades e limitacdes de cada técnica, permitindo identificar, de forma critica, qual a
abordagem metodoldgica mais adequada a quantificacao do AH em termos de eficiéncia, robustez e

sustentabhilidade.

3.3.1. Método carbazol

A técnica ou método do carbazol (MCM), baseada na reacao espectrofotométrica do acido hialurdnico
com o carbazol, revela-se limitada para a quantificacao de AH em formulagdes complexas, uma vez que
nao distingue compostos individuais, apenas avalia a presenca total de grupos urdnicos (Bitter & Muir,
1962). Esta falta de especificidade afeta a precisao analitica, particularmente em amostras que
contenham multiplos componentes potencialmente interferentes. Além disso, a avaliacao da

"greenness” indicou um nivel baixo de sustentabilidade (0,39), refletindo no uso de reagentes tdxicos e
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nao provenientes de fontes renovaveis, bem como a geracao de residuos consideraveis. Estas
caracteristicas demonstram que o0 MCM nao combina robustez analitica e responsabilidade ambiental,

limitando a sua aplicabilidade em formulacées complexas e sublinha a necessidade de métodos

alternativos mais especificos e sustentdveis para a quantificacao de AH.

3.3.2. Eletroforese capilar

A técnica de Eletroforese capilar (CZE), descrita no Artigo 1, utiliza um capilar de silicacom célula de bolha,
revelando elevada sensibilidade e seletividade na quantificacao de AH. O método apresenta uma
produtividade reduzida, dado que apenas permite realizar duas analises por hora. Adicionalmente, a
técnica é sensivel a interferentes presentes em formulagdes complexas, o que pode comprometer a
precisao analitica (Masar et al., 2020). O uso de capilar de silica com célula de bolha implica cuidados
especificos adicionais e manutencao rigorosa, aumentando a complexidade e custo do método. Do ponto
de vista da sustentabilidade, embora haja algumas vantagens, como o reduzido volume de amostra
inicial, a utilizacao de compostos nao renovaveis, potencialmente téxicos e inflamdveis contribuem para
a avaliacao intermédia de “greenness” (0,5). Assim, apesar da sua precisao analitica, a CZE apresenta
algumas limitacdes operacionais e ambientais que restringem a sua aplicabilidade prdtica em

formulagdes mais complexas.

3.3.3. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem

A técnica de Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-ESI-MS/MS),
descrita apenas no Artigo 5, foi aplicada em modo de ionizacao por electrospray (ESI) negativo. Embora
este método apresente elevada sensibilidade e seletividade, a sua aplicabilidade apresenta limitacoes
considerdveis. Para além da necessidade de cuidados adicionais na preparagao das amostras, o método
é complexo do ponto de vista instrumental, exigindo uma calibracao rigorosa, controlo de parametros
operacionais e posicionamento preciso do capilar para garantir a reprodutibilidade dos resultados. A
preparacao das amostras envolve multiplas etapas, o que aumenta o tempo de analise e contribui paraa
diminuicao da sustentabilidade do método. Além disso, a técnica requer equipamentos de elevado custo
e operadores especializados, o que limita a sua aplicabilidade em contextos laboratoriais com recursos
limitados (Hernandez et al., 2012). A avaliacao pela métrica AGREE confirmou a baixa sustentabilidade
da técnica (0,3), evidenciando ndo apenas a utilizacdo de solventes téxicos e nao renovdveis, mas
também o impacto ambiental associado ao elevado consumo energético e a producao de residuos.

Assim, apesar da robustez analitica, a técnica de LC-MS/MS revela-se o método menos sustentavel
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entre os avaliados, apresentando uma relacao pouco favordvel entre desempenho e responsabilidade

ambiental.

3.3.4. Cromatografia liquida acoplada a outros sistemas de detecao

Entre as metodologias cromatograficas avaliadas, a técnica de HPLC com detecao por UV ou
fluorescéncia apresentam-se como um grupo de técnicas amplamente validadas na quantificacao do AH.
A sustentabilidade (‘greenness’) foi avaliada para todas as técnicas de HPLC, apresentando estas
valores préximos (0,51-0,56), exceto no Artigo 1, em que o maior volume de amostra inicial e a geracao
acrescida de residuos reduziram a sustentabilidade (0,44). Assim, a comparacao e selecao do método
mais favoravel recai essencialmente sobre os parametros analiticos. Apesar de partilharem
caracteristicas comuns de robustez e aplicabilidade, a escolha entre estas técnicas de HPLC depende
sobretudo de aspetos como a sensibilidade, a seletividade, a linearidade, entre outros.

Neste contexto, a técnica de HPLC de exclusao por tamanho (HPLC-SEC) mostra-se adequada para a
quantificacao de AH, mas revela-se particularmente adequada para a caracterizacao da distribuicao de
pesos moleculares. 0 método descrito no Artigo 7 apresenta limitacées significativas, nomeadamente o
uso de detetor de indice de refracao, cuja sensibilidade inferior a do UV pode comprometer a exatidao
analitica, especialmente em amostras complexas ou com potenciais interferentes (Dolan, 2012). E
importante salientar que os métodos HPLC-UV podem recorrer a coluna SEC para a quantificacao de AH,
o0 que permite uma analise precisa da substancia em formulagdes complexas, mantendo aintegridade da
matriz e assegurando uma elevada reprodutibilidade dos resultados.

Na comparacao entre os métodos HPLC-UV e HPLC-Fluorescéncia, a avaliacao focou-se nos
parametros analiticos de linearidade, limite de detecao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ), essenciais
para detetar e quantificar o AH em diferentes concentracdes. De acordo com o Artigo 3, o método HPLC-
UV apresentou uma faixa linear mais ampla, variando de 5 a 100 pg/mL, com LOD de 0,266 pug/mL e
LOQ de 0,805 pg/mL, que sao valores equivalentes ou até mais baixos em comparacao com o método
de HPLC-Fluorescéncia (Artigo 4 e Artigo 6). 0 menor LOD reflete a capacidade de o método identificar a
presenca do analito em concentracdes mais baixas, reduzindo o risco de resultados falsos negativos. De
forma complementar, o LOQ inferior assegura que as baixas concentracdes possam ser quantificadas
com precisao e exatidao, garantindo a fiabilidade dos resultados (Shrivastava, 2011). Além disso, a
utilizacao da detecao por fluorescéncia implica, no caso do AH, um passo prévio de derivatizacao, o que

torna o processo analitico mais moroso e complexo. Assim, 0 método HPLC-UV apresenta-se como a
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técnica mais eficiente para a quantificacao de AH em formulagdes mais complexas oferecendo elevada
robustez analitica e confianca nos dados obtidos.

A anadlise critica dos métodos avaliados evidencia que a detecao por HPLC-UV, conforme descrito no
Artigo 3, apresenta melhor desempenho analitico, combinando elevada sensibilidade e robustez na
detecao e quantificacao do AH. Adicionalmente, a aplicacao da métrica AGREE revelou que este método
alcancaum valor de sustentabilidade favoravel, refletindo um equilibrio adequado entre eficacia analitica

e o impacto ambiental.

3.4.Elahoracao do procedimento

O procedimento experimental proposto neste trabalho fundamenta-se na aplicacao da cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detecao UV, direcionada a detecao e quantificacao do AH em formulagoes
farmacéuticas. A adocao desta abordagem metodoldgica permite prever resultados analiticos
caracterizados por uma elevada precisao, reprodutibilidade e sensibilidade, assegurando a fiabilidade
necessaria para a avaliagao de compostos em matrizes complexas.

Para a separacao cromatogrdfica, prevé-se a utilizacao de uma coluna SEC, adequada a analise de
polimeros hidrofilicos de elevada massa molecular. Esta escolha justifica-se pela capacidade da coluna
em garantir a seletividade e resolugao necessdrias para a detecao do AH, minimizando interferentes
presentes em formulagdes farmacéuticas.

As amostras devem ser previamente dissolvidas em solu¢6es aquosas controladas e filtradas através
de membranas de porosidade adequada, assegurando a remocao de particulas em suspensao e
preservando a integridade do analito. Esta etapa é essencial para evitar obstru¢c6es na coluna e garantir
a consisténcia das analises.

Paraaconstrucao dacurvade calibracao e determinacao dos parametros de validacao, como linearidade,
limite de detecao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ), prevé-se a preparacao de solugdes stock de AH
e, por diluicao destas, solucoes padrao de calibragao. A fase mével podera consistir numa solu¢ao aquosa
de Na-S0,, previamente filtrada e desgaseificada, aplicada a um caudal de 1 mL/min. A coluna deve ser
mantidanos 40 °C, enquanto o volume de injecao pode ser fixado nos 20 uL. A detecao deve ser realizada
a 198 nm, comprimento de onda correspondente a maxima absorvancia do analito em meio aquoso,
garantindo elevada sensibilidade e especificidade.

Este procedimento apresenta uma base sdlida para a quantificacao robusta e reprodutivel do AH em
formulagdes farmacéuticas. O procedimento detalhado incluindo todas as etapas de preparacao de

solucdes stock e amostra, condicdes experimentais e etapas analiticas do procedimento, encontra-se
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disponivel no Anexo 1, fornecendo uma ferramenta pratica para a implementacao em contexto

laboratorial.

3.5. Implementacao do protocolo
A implementacao do protocolo desenvolvido para a detecdo e quantificacao de AH no CISA exige a
verificacao prévia da disponibilidade de todos os equipamentos, acessorios e consumiveis essenciais,
assegurando que o método possa ser executado de forma eficaz, reprodutivel e consistente em contexto
laboratorial.
Para a implementacao do método de quantificacao de AH por HPLC-UV com coluna SEC, apenas os
equipamentos essenciais para a implementacao do protocolo devem ser considerados. Entre eles
destacam-se:
e Sistema de HPLC Jasco® LC 4000 series: indispensdvel para a separacao cromatogrdfica e
detecao do analito;
e Balancas analiticas de alta precisao: necessdrias para a pesagem rigorosa de reagentes e
preparacao das solucgoes stock;
e Vortex: garante a homogeneizacao completa das soluc6es, assegurando uniformidade nas
amostras;
e Sistema de filtracdo de solucdes (filtros de membrana): essencial para a remocao de particulas
em suspensao antes da injecao no HPLC, prevenindo interferéncias no detetor;
e Banho de ultrassons: relevante para a preparacao das amostras e da fase mdvel, asseqgurando a
homogeneidade e desgaseificacao, de forma a evitar interferéncias.
E de salientar que, apesar da disponibilidade dos equipamentos acima referidos, a coluna SEC,
componente critico para a separacao eficaz de polimeros hidrofilicos de elevada massa molecular e para
a reducao de interferentes, ainda nao se encontra disponivel no CISA. Assim, a aquisicao desta coluna
constitui uma condicao imprescindivel para a implementacao total do protocolo e para assegurar a
robustez e a fiabilidade analitica do método proposto. Testes preliminares poderao ser realizados com
uma coluna contendo uma fase estaciondria de interacao hidrofilica.
Para viabilizar aimplementacao do protocolo no CISA, procedeu-se a avaliacao de custos associados a
aquisicao da coluna de exclusao por tamanho OHpak SB-806M HQ, disponivel no catdlogo da VWR
Avantor ® por um valor aproximado de 1809,00 €. A execucao do método requer a disponibilizacao de
recursos financeiros especificos para colmatar esta necessidade instrumental e assegurar a aplicacao

pratica do procedimento.
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A implementacao do protocolo requer ainda a utilizacao de AH padrao, essencial para a preparacao das
solucoes de calibracao e validacao do método. De acordo com a oferta comercial da Sigma-
Aldrick/Merck ®, a aquisicao de aproximadamente 500 mg de AH apresenta um custo de cerca de 191 €,
valor que deverd ser considerado no orcamento destinado a execu¢ao do método no CISA.

Deste modo, a implementacao do protocolo no CISA exige um investimento financeiro direcionado a
aquisicao dos materiais em falta, garantindo a execucao completa e fidvel do método. Considerando os
custos previamente identificados, o orcamento total necessdrio para viabilizar a aplicacao pratica do
protocolo foi estimado em 2000 €, valor que reflete exclusivamente os recursos adicionais
indispensaveis, uma vez que o0s equipamentos principais ja se encontram disponiveis no centro de

investigacao.
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4. Conclusao

Tendo em consideracao os objetivos definidos para o presente trabalho, pode concluir-se que estes
foram integralmente alcancados, uma vez que foi desenvolvido um protocolo analitico assente na
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecao UV acoplado a coluna SEC, contemplando
parametros analiticos robustos e apresentando uma avaliagao de sustentabilidade favoravel de acordo
com a métrica AGREE. O protocolo delineado demonstrou elevado potencial de aplicabilidade pratica,
podendo ser implementado no CISA, embora para tal seja necessario assegurar financiamento
complementar destinado a aquisi¢cao de uma coluna SEC e de acido hialurénico padrao.

No que respeita a perspetivas futuras, destaca-se a implementacao pratica do protocolo em contexto
laboratorial, acompanhada da validagao completa do método segundo diretrizes internacionais, de forma
a confirmar a sua reprodutibilidade, exatidao e aplicabilidade em diferentes matrizes. Para além disso,
poderd ser considerada a expansao da metodologia a outros tipos de formulagdes ou mesmo a
adaptacao a técnicas complementares, potenciando a versatilidade do protocolo e reforcando a sua
relevancia no contexto da investigacao aplicada e na garantia de qualidade em formulagoes
farmacéuticas. Adicionalmente, propoe-se que a metodologia implementada seja avaliada tendo em
conta outras ferramentas além da métrica AGREE, tais como as ferramentas GAPI (Green Analytical
Procedure Index), RGB (Red, Green, Blue Additive Color Model) e BAGI (Blue Applicability Grade Index). A
aplicacao combinada destas métricas possibilitard nao sé aferir o grau de sustentabilidade da
metodologia, mas também avaliar outras vertentes como a sua aplicabilidade e o impacto econémico,
contribuindo para uma avaliacao mais completa, abrangente e integrada, com vista ao aumento futuro

da sua sustentabilidade.
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Anexos

Anexo 1- Protocolo para a Detecdo e Quantificacao de Acido Hialurénico pela Técnica de HPLC-UV
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Detecdo e Quantificacio de Acido Hialurénico
pela Técnica HPLC-UV

Este protocolo apresenta, de forma sistermatizada, o procedimento experimental para a
detecan e quantificacao de acido hidlurdnico (AH) em formulagtes farmacéuticas, recorrendo
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecdo UV, utilizando uma coluna de
exclusdo por tamanha (SEC).

Protocolo
Condigdes cromatogrificas
s Coluna SEC
» Fasemdvel: 0,1 M de Na:50, previamente filtrada (0,22 pm) e desgaseificada
»  Equilibrio da coluna: circulagao da fase mdvel no sistema durante, pelo menos,1hora
antes da primeira injegao
»  Caudal: 1,0mL/min
»  Temperaturada coluna: 40 °C
o Volume de injegao: 20 pl
« Detecdo: UV a 198 nm

= Tempo de comida: 10 minutos

Parte 1- Determinacdo dos pardmetros de validacao e da curva de calibragio
1. Preparacao da solucao stock
11, Pesar com rigor 10 mig de AH padrao;
12,  Dissolver em 100 mL de solugdo aquosa de MaCl 0,9% para preparar a
solugdo stock 100 pg/mL);
13, Armazenar a4 £ 1°Cem frasco protegido da luz.
£. Preparacdno das solughes padrao
2.l Preparar diluicoes da sohucdo stock para obter concentragoes de 5,10, 20,40,
60, 80 e 100 pug/mL;
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22.  Filtrar todas as solugdes recorrendo a filtros de membrana de 0,22 pm antes
da injecan.
3. Construgdo da curva de calibracio
31, Imjetar cada solugio padrdo em triplicado nas condigoes cromatograficas
estabelecidas;
32 Registar as dreas de pico correspondentes;
33, Construir 3 curva de calibracio (concentragdo vs rea de pico).
4. Determinagdo de pardmetros de validag o
41, Awaliar 3 precisdo e exatidéo do método par andlise (n=6) de soluctes padréo
de contrelo de gualidade em trés niveis de concentracao (10, 40,100 pg/mL),
em trés dias diferentes;
4.2 Determinar o limite de detecdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOG) por
injecao de brancos (solvente: n=10) e aplicacao da estratégia sinal /ruido.

Parte 2 - Analise das amostras farmacéuticas
1. Preparacao das amostras
11 Dissolver a amaostra em solugao de NaCl 0,9% em condicoes controladas;
12.  Filtrar asolugao obtida através de filtro de membrana de 0 22 pm
2. Andlise cromatografica
21.  Injetar 20 pl da amosira nas mesmas condigbes cromatograficas que as
solucies padrac:
22, Determinar a concentracdo de AH por interpolacao na curva de calibracio
estabelecida
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