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1. INTRODUCAO

A levotiroxina (L-T4) € um hormdnio sintético comumente indicado para
pacientes com hipotireoidismo, que é uma doenca caracterizada pela deficiéncia
dos hormonios tireoidianos (GILMAN et al., 2005). Dessa forma, a sua reposi¢cao
€ extremamente importante, visto que o hipotireoidismo ocasiona uma série de
reacoes adversas ao organismo humano (NOGUEIRA et al., 2011).

A dosagem de reposicdo da L-T, € realizada na ordem de microgramas, 0
qgue torna indispensavel o controle de qualidade dos medicamentos contendo
essa substancia ativa, tendo em vista que subdoses ou sobredoses podem
ocasionar sintomas de hipotireoidismo ou hipertireoidismo, respectivamente
(PABLA, 2009). Além disso, os testes utilizados para o controle de qualidade
devem incluir a determinacao de impurezas. Nesse sentido, € importante salientar
que, na Farmacopeia Internacional, € descrito um ensaio limite para haletos em L-
T4. Contudo, esse ensaio somente € recomendado para a substancia ativa, além
de ndo viabilizar a quantificacdo destas espécies, bem como a determinacdo dos
halogénios que as compdem (WHO, 2016).

Dentre os halogénios, o cloro (Cl) € um exemplo de elemento a ser avaliado,
visto que este participa da manutencéo da pressdo osmoética e do equilibrio acido-
base do corpo (SERFOR-ARMAH et al., 2002). Além disso, cabe mencionar que a
toxicidade do Cl também esta relacionada ao seu contra ion, uma vez que o Cl é
comumente ingerido na forma de um sal (WHO, 2004).

Com relacéo a determinacdo de Cl, é importante mencionar que esta néo €
uma tarefa facil, pois a utilizacdo de solucdes acidas durante a etapa de preparo
de amostra pode favorecer a formacdo de espécies volateis deste elemento
(NOBREGA et al., 2006). Nesse sentido, como alternativa, vem sendo proposto o
uso de técnicas de combustdo para o preparo de amostras visando a
subsequente determinacdo de halogénios, especialmente, a combustéo iniciada
por micro-ondas (MIC). A MIC baseia-se na decomposi¢cdo da matéria organica
em frasco fechado, na presenca de oxigénio, 0 que minimiza a ocorréncia de
contaminacgdes e perdas por volatilizacado (FLORES et al., 2004).

Uma outra alternativa, envolve o uso de solugdes alcalinas para a extracéo
do(s) analito(s) a partir da amostra ou para a dissolugdo desta. Os métodos
baseados no uso de solugbes alcalinas podem ser realizados em sistema aberto
ou fechado, com aquecimento convencional ou assistido por radiagdo micro-
ondas, além de existir a possibilidade de utilizar fontes de energia alternativas
como, o ultrassom (NOBREGA et al., 2006).

Dentre as técnicas empregadas para a determinacéo de Cl, a potenciometria
com eletrodo ion seletivo (ISE) destaca-se, pois apresenta instrumentacdo e
manutencdo de baixo custo. Entretanto, trata-se de uma técnica suscetivel a
interferéncias (DIMESKI et al., 2010). Diante disso, esse trabalho teve como
objetivo avaliar métodos de preparo de amostra para a subsequente
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determinacdo de Cl em medicamentos a base de L-T,;, bem como avaliar a
possibilidade de realizar a determinacéo deste analito por ISE.

2. METODOLOGIA

Os medicamentos contendo L-T4 (25, 50, 100 ou 150 pg/comp), produzidos
na Alemanha ou México, foram adquiridos no comércio local de Pelotas-RS,
cominuidos com o auxilio de um gral e pistilo e, posteriormente, secos a 60 °C por
3 h. Dentre as amostras adquiridas, o medicamento contendo 100 pg/comp de L-
T, foi escolhido para a otimiza¢cado do método.

Para as decomposices por MIC, as amostras foram pesadas (400 mg) e
envolvidas por filmes de polietileno. Em seguida, os involucros foram dispostos na
base de suportes de quartzo contendo um papel filtro umedecido com 50 pl de
NH4NOs (6 mol 1) e, inseridos em frascos de quartzo contendo 6 ml de solugéo
absorvedora ((NH4),CO3 50, 100 ou 150 mmol I™). Posteriormente, os frascos
foram fechados, fixados a um rotor, pressurizados com 20 bar de O, e submetidos
ao programa de irradiacdo: i) 1400 W/5 min e ii) 0 W/20 min. Os digeridos foram
transferidos para frascos volumétricos e o volume final foi aferido a 25 ml para
posterior determinacdo de CIl por IC. Apés a otimizacdo do método, este foi
aplicado para o preparo de medicamentos contendo variadas concentragdes de L-
T4(25; 50 e 200 pg/comp).

Por outro lado, para a avaliacdo da extracdo assistida por ultrassom, as
amostras foram pesadas (400 ou 800 mg) e, em seguida, transferidas para
frascos de polipropileno com 6 ou 12 ml da solucdo extratora (dgua ou (NH;).CO3
- 50 ou 100 mmol I"). Posteriormente, os frascos foram imersos no banho de
ultrassom com frequéncia de 40 kHz (modelo USC — 2800 A, Unique, Brasil), e
submetidos a temperatura de 65 °C por 45 ou 90 min, sendo realizada a
homogeneizacdo das amostras a cada 15 min. ApGs a extracdo, as solucbes
foram filtradas e aferidas a 25 ml para a posterior determinacéo de Cl por IC.

A fim de avaliar a exatiddo dos métodos estudados, realizou-se um ensaio
de recuperacdo. Para isso, previamente ao preparo das amostras por extracao,
foram adicionados 160 pl de uma solucédo de referéncia de Cl (1000 mg I'*) em
800 mg de amostra. Adicionalmente, também foi realizada a determinacéo de ClI
em algumas amostras por ISE.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a MIC foi avaliada para a decomposi¢cdo dos medicamentos a
base de L-T4, sendo investigada a solugcdo absorvedora mais adequada para a
absorcdo do CI durante o processo de combustdo. Nesse contexto, é importante
salientar que foram avaliadas solu¢oes de (NH,4).CO3 devido existirem relatos na
literatura indicando que meios levemente alcalinos proporcionam resultados
exatos e precisos quando aplicados para absorcdo halogénios (MESKO et al.,
2014). Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados obtidos para Cl por IC apés
a decomposicdo do medicamento contendo 100 pg/comp de L-T4 por MIC,
utilizando diferentes concentracdes de (NH4).,CO3; como solucao absorvedora.

Tabela 1. Concentracbes de CIl obtidas por IC para o medicamento (100
pHg/comp) apds decomposicdo por MIC, utilizando as solugdes
absorvedoras avaliadas (média + desvio padréao, n = 3).

Solucéo absorvedora Cl (mg kg™)
(NH4),CO3 50 mmol I'* 204 + 25
(NH,)2CO3 100 mmol I'* 194 + 13

(NH,)>CO3 150 mmol I** 194 + 22
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De acordo com a Tabela 1, é possivel perceber que nédo houve diferenca
significativa (ANOVA, 95% de confianga) entre os resultados, quando utilizadas as
solucdes absorvedoras avaliadas. Assim, a solugdo de (NH4),CO3z 50 mmol I™* foi
selecionada para absorcdo de Cl durante a decomposi¢cdo de medicamento a
base de L-T, por MIC, visto que se trata da solucdo mais diluida dentre as
solugdes avaliadas, Diante disso, amostras de medicamento contendo 25, 50 ou
200 pg/comp de L-T4 também foram decompostas por MIC, utilizando (NH4),CO3
50 mmol It como solucdo absorvedora para subsequente determinacéo de Cl por
IC, e os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragcbes de ClI em medicamentos a base de L-T, apos
decomposicdo por MIC, utilizando (NH4),CO3 50 mmol I como solucéo
absorvedora, e determinacéo por IC (média * desvio padréo, n = 3).

Amostra (ug/comp) Cl (mg kg
25 176 + 8
50 144 + 11
100 204 £ 25
200 186 + 17

Como pode ser verificado na Tabela 2, as concentracbes de Cl nao
variaram de uma forma muito expressiva, quando comparados os medicamentos
com variadas dosagens de L-T,. Diante disso, foi possivel inferir que,
provavelmente, a presenca de Cl nas amostras esta majoritariamente associada
aos excipientes utilizados na producdo dos medicamentos.

Em um segundo momento, a extra¢do assistida por ultrassom também foi
avaliada para o preparo das amostras, devido a possibilidade de o Cl estar na
forma de um sal nos medicamentos e ser facilmente extraido para uma solucéo
apropriada. Assim, 400 mg de amostra (100 pg/comp de L-T,4) foram submetidos
ao processo de extracdo durante 45 min, utilizando 6 ml de solucdo extratora
(dgua ou (NH4),CO3 - 50 ou 100 mmol ). Na Tabela 3 s&o apresentados os
resultados obtidos para Cl apés a extracao utilizando solucdes diversas.

Tabela 3. Concentracdes de Cl em medicamento a base de L-T4 (100 yg/comp)
apos extracdo assistida por ultrassom, utilizando diferentes solucdes
extratoras, e determinacédo por IC (média + desvio padrao, n = 3).

Solucéo extratora Cl (mg kg™)
H,0 184 + 4
(NH4)2CO3 50 mmol I 183+ 3
(NH,4),CO3 100 mmol I 174 + 14

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel perceber que nao existe
diferenca significativa (ANOVA, 95% de confianga) entre as concentracdes de Cl
quando utilizadas as solu¢des extratoras avaliadas. Além disso, o resultado obtido
apos a extracao assistida por ultrassom, utilizando agua como solucao extratora,
nao apresentou diferenca significativa (teste t-Student, 95% de confianca) do
resultado obtido apés a decomposicdo das amostras por MIC. Assim, a agua foi
selecionada como solugédo extratora para 0s estudos subsequentes, 0s quais
tiveram por objetivo aumentar a massa de amostra utilizada e,
consequentemente, reduzir o limite de deteccdo do método. Contudo, quando
utilizada uma massa de amostra de 800 mg, o resultado (100 + 30 mg kg™) foi
concordante em apenas 50% com o resultado obtido ap6s a MIC. Diante disso,
com o intuito de melhorar a eficiéncia da extracdo, foi aumentado o volume de
solugdo extratora (12 ml), bem como o tempo de extracdo (90 min), o que
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culminou em um resultado (189 + 3 mg kg?') concordante em 93% com o
resultado obtido apds o preparo das amostras por MIC.

Para avaliar a exatiddo da extracdo assistida por ultrassom para a
subsequente determinagcdo de Cl em medicamentos a base de L-T, foi realizado
um ensaio de recuperacdo, utilizando agua como solucdo extratora, e a
recuperacdo obtida foi de 93%. Além disso, os desvios padréo relativos (RSDs)
obtidos foram inferiores a 4% e o limite de deteccéo (LOD) foi de 64,1 mg kg™.

Adicionalmente, as solugdes obtidas utilizando as condi¢des otimizadas para
a extracdo assistida por ultrassom foram analisadas por ISE para a determinacéo
de Cl e, o resultado obtido (186 + 16 mg kg™) foi concordante em 98% com o
obtido por IC. Assim, o resultado indica que a ISE pode ser adequada para a
determinacdo de Cl em medicamentos a base de L-T, apds o preparo das
amostras por extracao.

4, CONCLUSOES

Com base nos estudos realizados, foi possivel determinar Cl em L-T4 por
IC ap6s decomposi¢cdo das amostras por MIC, bem como apds o preparo das
amostras utilizando a extracdo assistida por ultrassom. Ambos os métodos de
preparo de amostras avaliados proporcionaram baixos valores de branco, RSDs e
LODs, além de permitirem a utilizacdo de agua ou de solucdes diluidas, o que
vem ao encontro das tendéncias da quimica verde.

Além disso, a possibilidade de utilizar a extracdo assistida por ultrassom
associada a ISE, apresenta como vantagem a minimizacdo de custos
relacionados a aquisicdo e manutencado de equipamentos. Contudo, ainda devem
ser realizados estudos com o objetivo de avaliar a exatiddo da ISE para a
determinacao de Cl em medicamentos a base de L-Tj.
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