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RESUMO

A utilizacdo de novas tecnologias para a eliminacdo de efluentes industriais
tem sido uma grande preocupacédo atual. Os processos oxidativos avancados
tém se mostrado como uma oOtima alternativa para esse procedimento. O
presente estudo foi realizado utilizando um dos principais processos
oxidativos de carater homogéneo, o UV/H202para a eliminacdo do farmaco
melatonina, por meio da fotodegradacédo. Utilizou-se também a tecnologia
LASER — “light amplificationbystimulatedemissionofradiation”—para realizar a
excitacdo das amostra no comprimento de ondas de 370nm. Os testes foram
realizados com concentracdes variadas de peroxido de hidrogénio, com
variacfes entre 25mM e 125mM, e por tempos predeterminados, variando de
0 a 100 min de estimulacdo luminosa. Os resultados obtidos nos testes
apontaram o0 comportamento ja esperado do sistema. Foi testado o
comportamento do farmaco apenas na presenca da luz e nas diversas
concentracfes do peroxido de hidrogénio e em comparacdo com um dos

medicamentos comercializados fora do Brasil.

Palavras-chave: Processos oxidativos avancados, melatonina,
fotodegradacao, LASER.



ABSTRACT

The use of new technologies for the disposal of industrial effluents has been a
major concern today. Advanced oxidative processes are a great alternative to
this procedure. UV / H202, for the elimination of the drug melatonin, by means
of photodegradation. A LASER technology was also used - "light amplification
and stimulated energy emission” - to perform sample excitation without a
370nm wavelength. The tests were performed with varying concentrations of
hydrogen peroxide, varying between 25mM at 125mM, and for predetermined
times ranging from 0 to 100 min of light stimulation. The results obtained in the
tests pointed out the already expected behavior of the system. The behavior of
the drug was tested only in the presence of light and in the various
concentrations of hydrogen peroxide and in comparisons with the drugs

marketed in Brazil.

Key words: Advanced oxidative processes, melatonin, photodegradation,
LASER.
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1. Introducéao

1.1.Melatonina

A melatonina foi descoberta em 1958 pelo pesquisador da
Universidade de Yale, Aaron Lerner, enquanto realizava buscas sobre
substancias capazes de tratar doencas de pele. O nome melatonina é
derivado do grego “melas”, que quer dizer escuro e serotonina, um dos
compostos de sua via biossintética.Esse hormoénio € sintetizado a partir do
aminoacido essencial triptofano que apos diversas reacfes enzimaticas de

descarboxilagéo produz a serotina e por fim a melatonina.

O
NH%

CH
g 3
@)
N
H

Figura 1. Estrutura quimica da melatonina

AN-acetil-5-metoxitriptamina, ou simplesmente melatonina € um
horménio pertencente a classe das indolaminas, produzido pela glandula
pineal, e que exerce fungbes regulatérias do ciclo circadiano e que tem a sua
producgéo estimulada no escuro e inibida na presenca de luz (ALl et. al,2007).
Sua concentragdo plasmatica é extremamente baixa ficando, em individuos
adultos, na média de 20 pmol/L (BOTELHO, 2009; CAPITELLI, 2007;
SANTOS, 2003; HE et. al, 2005). Esses niveis se mantém baixos durante o
dia, por volta 21h00 elevam-se as 03h00 da manha eles atingem o pico
maximo permanecendo elevados até as 09h00 da manha. Por ndo existir
estocagem de melatonina na glandula pineal, a concentragdo plasmatica

reflete fielmente a concentracdo do hormdnio e a atividade da referida
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glandula. Apesar de a maior parte de sua sintese ocorrer na glandula pineal,
ela também acontece em pequena quantidade na retina, 0ssos, pele,
intestino, plaguetas e bile (CAPITELLI, 2007).
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< Iz
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Figura 2. Via de biossintese da Melatonina, esquema mostrando a estrutura e nomes
das moléculas envolvidas na reacado e as respectivas enzimas.

Esse hormdnio é metabolizado no figado e tem como produto principala
6-sulfatoxymelatonina. Usada em diversos tipos de tratamentos entre eles,
disturbios do sono, baixo apetite, reducdo da eficiéncia psicomotora (ALI et.
al,2007).

A melatonina possui acéo principal sobre a regulacdo do sono, porém
estudos mais recentes demostram que essa molécula apresenta grande
atividade imunomoduladora. Diversos estudos a apontam como um Otimo

retardante do envelhecimento e esta relacionada com o fortalecimento do
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sistema imunolégico e com a reducdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) (ALl et. al, 2007).

Essa molécula possui propriedade antioxidante dupla, além de atuar
diretamente como antioxidante atua sobre a expressdo génica de enzimas
antioxidantes.Sua capacidade antioxidante é superior a da vitamina E, manitol
e glutationa(GOSWAMI e HALDAR, 2015; ZHU et. al 2009).

Como se pronunciam ainda Santos e Constantino (2015) esse
horménio atua na modulacdo tanto da apoptose quanto da necrose da célula
tumoral controlando assim a expressao dos genes Bax e Bcl-2. Os mesmos
autores citam que a melatonina tem um papel importante na prevencéo dos

processos metastaticos.

Principais fungdes da
Melatonina

o]
NHJ<

CH,

. . . . CH
Propriedades Anticarcinogénicas i ;
P g ) Atividade imunomoduladora

N
N
Controle do Ciclo Circadiano H Potente atividade antioxidante
Melatonina
Retarda o envelhecimento Efeitos Neuroprotetores
Acéo antidepressiva Modulag&o endécrina

Figura 3.Principais fungdes da melatonina no organismo. Modificada de
NASCIMENTO, D M. Melatonina: 0 mais potente antioxidante natural. 2014.
Disponivel em: <http://eternajuventudeblog.blogspot.com.br/2014/06/melatonina-o-
mais-potente-antioxidante.html>. Acesso em: 14 jun. 2017.

1.2.Processos Oxidativos Avancados — POAs
Diversas legislagdes brasileiras regulamentam o descarte de efluentes
no meio ambiente sendo que desde a década de 90 essas normatizacdes tem
se mostrado mais rigidas, visto que a preocupacado com 0S recursos naturais
tém crescido desde a Conferéncia das Nagdes Unidas sobre Meio Ambiente e
Desenvolvimento - também conhecida como ECO 92 — ocorrida no Rio de
Janeiro (ARAUJO, 2014).
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No entanto, residuos tecnolégicos vem sendo encarado na ultima
década como potenciais agentes poluidores ambientais. Assim, no sentido de
eliminar tais residuos farmacéuticos, processos oxidativos avancados (POAS)
tém sido avaliados para a remocao destes produtos em varios sistemas
aquosos. Os POAs podem ser amplamente definidos como métodos de
oxidacdo em fase aquosa com base no intermédio das espécies altamente
reativas, tais como os radicais hidroxila nos mecanismos que conduzem a
destruicdo do poluente alvo e fornecem bons resultados por reagirem nao
seletivamente (CAVALCANTE, 2012).

Partem do principio da transformacéo dos contaminantes organicos em
diéxido de carbono, agua e anions inorganicos por meio de reacdes de
degradacdo baseada na liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(MARTINS et. al, 2011).

Esses processos podem ser divididos basicamente em dois tipos de
sistemas, os homogéneos, que nado utilizam catalisadores soélidos em suas
reacoes e podem estar ou ndo na presenca de irradiacdo, e os heterogéneos
que necessitam da utilizacdo de substancias catalisadoras sélidas e podem ou
nao estar na presenca de irradiacdo luminosa.

Os principaisPOAs incluem: fotocatélise heterogénea e homogénea
baseada na radiag&o ultravioleta (UV) proxima ou por irradiacdo visivel solar;
eletrolise; ozonizacao; reacdes de Fenton; ultrassom; oxidacdo em ar umido; e
oxidacdo em agua subcritica ou supercritica (OASc) (NOGUEIRA, 2007,
MARTINS, 2011).

Figura 4.Tipos de processos oxidativos avancados.Adaptado de HUANG, C.P.;
DONG, Chengdi; TANG, Zhonghung. Advanced chemical oxidation: Its present role
and potential future in hazardous waste treatment. Waste Management, [s.l.], v. 13,

14



n. 5-7, p.361-377, jan. 1993. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/0956-
053x(93)90070-d

Os POAs também tém encontrado aplicacdes diversas, tais como o
tratamento de aguas subterrdneas, remediacdo do solo, lodo de esgoto
municipal condicionado, producdo de agua ultrapura, tratamento de
compostos organicos volateis e controle de odor (SANTOS, 2003; SANTOS e
CONSTANTINO, 2015)
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Figura 5. Degradacdo e formacdo de metabdlitos da melatonina. HARDELAND, R.
Melatonin in Plants — Diversity of Levels and Multiplicity of Functions. Frontiers In
Plant Science, [s.l.], v. 7, p.1-14, 19 fev. 2016. Frontiers Media SA.
http://dx.doi.org/10.3389/fpls.2016.00198.

1.3.LASER
Laser é um acrénimo que significa “Light
AmplificationbyStimulatedEmissionofRadiation”, ou amplificacdo da luz por
emissdo estimulada de radiacdo (REINISCH,L.,1996). Esse acronimo
descreve o principio da agédo do laser. Einstein, em 1917, em seu artigo na
revista PhysikalicheZeit, “ZurQuantenTheorie der Stranhlung”, postulou,
através de célculos matematicos, que por¢cdes do campo eletromagnético

poderiam ser estimuladas para emitir luz amplificada. Pesquisas seguindo
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essa proposicdo sucederam-se, até que, em 1960, Theodore Mainman
demonstrou, pela primeira vez, na pratica, essa teoria, a partir da excitagdo de
um cristal de rubi, por uma lampada flash fotografica, produzindo luz
amplificada na regido do vermelho do espectro eletromagnético (694 nm)
(REINISCH,L.,1996); (BAGNATO,V.S.,2001).

O LASER parte do principio de um dispositivo que produz uma luz com
caracteristicas monocromatica, coerente, colimada e de alta intensidade. A luz
comum apresenta diversos espectros de emissdo ja o laser emite a sua
luminosidade em um comprimento de ondas especifico, sem sofrer alteragao.
Essa tecnologia luminosa se propaga sempre em ondas de mesma fase e
mesmo plano (forma polarizada) fazendo com que ela seja uma luz coerente.
A luz colimada e de alta intensidade apresenta um foco maior que a luz
convencional.

Em outras palavras, as principais diferencas entre a luz comum e a luz
laser sdo: luz convencional emite fétons em diversos comprimentos de onda e
gue se propagam de forma desordenada sendo assim uma luz ndo polarizada;
luz laser fétons idénticos com trajetdrias paralelas sendo entdo uma luz
polarizada.

Desde sua concepcéo, sistemas baseados em laser tém sido utilizados
em muitos campos, na industria automotiva, aeroespacial, no dia-a-dia, como
na leitura de cédigos de barra em supermercados, leitores de CD, sistemas de
seguranca, etc. Na area médica, o emprego do laser para fins terapéuticos ou
como seu coadjuvante, ja é uma realidade de fato por mais de uma década,
em especialidades cirargicas de oftalmologia, ginecologia, ortopedia,
otorrinolaringologia, urologia, cirurgia plastica, gastroenterologia,
dermatologia, cardiologia e, mais recentemente, em estudos da fisiologia da
circulacdo, da imunologia e, até mesmo, no diagnéstico de alguns tipos de
cancer (BAGNATO,V.S.,2001).
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contato methco

~10 Mm

Figura 6.Esquema Laser diodo semicondutor. LOPES, Luciana Almeida. Laser
semicondutor. Disponivel em:
<http://www.nupen.com.br/Revista_port/fund_fisicos2.php>. Acesso em: 16 jun. 2017.

17



2. Justificativa

Nos ultimos anos, produtos farmacéuticos tornaram-se contaminantes
emergentes em ecossistemas aquaticos 0 que atraiu preocupacdo crescente
de diversos pesquisadores e autoridades sanitarias mundiais. A presenca de
tais produtos no ambiente, mesmo em concentragdes trago, pode representar
uma ameaca potencial para a saude publica.

A excrecdo por seres humanos e animais, a eliminacdo de
medicamentos nédo utilizados, sejam eles com prazos de validade expirados
ou por decurso de tratamento, efluentes hospitalares, efluentes de pecuéaria,
aquicultura e efluentes de industrias farmacéuticas tém sido apontados como
representantes de fontes de entrada continua desses contaminantes no
ambiente. Assim a destruicdo de tais contaminantes tem se mostrado de
extrema importancia. Além disso, 0s processos classicos utilizados podem
nao ser capazes de realizar a remoc¢ao do composto analisado.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, 6rgéo
fiscalizador e responsavel pelo registro de medicamentos e produtos de
interesse de saude no Brasil, essa substancia ndo possui registro no Brasil,
porém desde outubro de 2015 tramita uma solicitagdo de registro. Apesar
disso a sua importacdo com indicacdo médica ndo € proibida, porém a sua
comercializacao € proibida seja por lojas fisicas ou virtuais (BRASIL, 2017).

No entanto, em outubro de 2016 a empresa Active Pharmaceutica
obteve a autorizacao judicial concedida pela juiza da 32 Vara Federal do
Tribunal Regional Federal da 12 Regido (TRF-12) para realizar a importacao
do principio-ativo melatonina como insumo farmacéutico para manipulacéo,
sendo assim o teor de contaminacdo por esse produto farmacéutico tem a
tendéncia em aumentar (BRASIL, 2016).

18



3. Objetivos

3.1.Gerais
Realizar experimentos controle para avaliar o comportamento de
degradacdo do horménio Melatonina diante da exposicédo a luz LASER e a
presenca de perdxido de hidrogénio na utilizagdo do processo oxidativo
avancado UV/H20z2.

3.2.Especificos
- Comparar o perfil de fotodegradacdo da melatonina comercial com o do
padrdo analitico.
- Analisar a degradacao fotoquimica das amostras problema em meio aguoso

e avaliar a eficiéncia do sistema de irradiacdo na presenca de H20:2.
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4. Materiais e Métodos

4.1.Materiais
Melatonina (lote SLBQ9501V) da Sigma-Aldrich® (St Louis, MO, EUA).
Peréxido de hidrogénio 50% P.A. da Dinamica® (Diadema, SP, Brasil).
Melatonina Comercial 3mg (lote 13A946B) da Contry Life® (Hauppauge, NY,
EUA). Alcool Metilico P.A.-A.C.S. (Metanol) 100% da Labsynth ® (Diadema,
SP, Brasil).

4.2.Preparo das Solugdes Analisadas

4.2.1. Solugéo Melatonina Padré&o

A solucéo contendo o farmaco Melatonina adquirido da Sigma-Aldrich®
(St Louis, MO, EUA) foi preparada na concentracdo de 0,05 mg/ml em
metanol. Reservada em vidro ambar e mantida sob refrigeracao para posterior
a realizacdo das analises.

4.2.2. Solucédo Melatonina Comercial

A solugéo contendo a Melatonina Comercial adquirido da Country Life®
(Hauppauge, NY, EUA) foi preparada na concentracdo de 0,06 mg/ml em
metanol. Durante a preparacdo da solucédo, por se tratar de uma formulacao
farmacéutica que contém diversos excipientes, foi necessario realizar filtracao
a vacuo com funil de vidro sinterizado com porosidade de 1 a 4 para a retirada
do material particulado. Em seguida, a solucdo estoque foi reservada em vidro
ambar e mantida sob refrigeracé@o para posterior realizacdo das analises.

4.2.3. Solucbes de Perdxido de Hidrogénio (H202)

As solucbes de perdxido de hidrogénio foram preparadas nas seguintes
concentragbes 25mM, 30mM, 40mM, 50mM, 75mM, 100mM e 125mM, a partir
da solucdo concentrada de 200 volumes da Dindmica® (Diadema, SP, Brasil).
Em seguida, foram acondicionadas em frascos ambar e mantidas sob

refrigeracao.
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4.3.Excitacdo da Amostra com LASER

Os frascos de quartzo contendo o farmaco Melatonina das solugbes
previamente preparadas e que estavam em estoque foram excitados no
Conjunto LASER 370nm CUBE Coherent® (Santa Clara, CA, EUA) por
tempos pré-determinados de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 min de
irradiacdo sob agitacdo. Sendo que apds cada coleta, as amostras foram
analisadas por espectrofotometria, com cubetas de quartzo (1 cm de caminho
optico).

O mesmo procedimento ocorreu com as amostras contendo Melatonina
comercial e Melatoninasomada as diversas concentracfes de perédxido de
hidrogénio utilizadas.

Durante o periodo de excitacdo das amostras pelo LASER, a
iluminacdo ambiente foi mantida desligada para que o sistema farmaco-

H202nao0 sofresse influéncia externa.

4.4.Espectrofotometria no UV-Vis

As varreduras espectrofotométricas foram realizadas utilizando um
espectrofotometro  UV-Vis (ultravioleta-visivel) de duplo feixe, duplo
monocromador, com fotomultiplicador da marca PerkinElmer®, modelo
Lambda 25. Foram adotadas nas medidas fendas para passagem de luz de
1,0 nm cubetas de quartzo com caminho Optico de 1,0 cm e temperatura
ambiente. A linha de base foi corrigida com agua deionizada. As medidas de
absorbancia foram realizadas no modo de varredura dentro da faixa espectral
de 200 a 700nm, com velocidade de escaneamento de 240 nm/min. Os dados
obtidos foram tratados com o software UV Solutions® 3.0 e transferidos para
o programa de construcao gréafica PrismGraphpad 6.0®.

4.5.Dados e Estatistica

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Quando

possivel foi realizada regressao linear. Todas as analises estatisticas foram
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realizadas por meio dos softwares GraphPadPrism® 6.0 e Microsoft® Excel
2013.

5. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos durante os experimentos podem ser sumarizados

nas figuras a seguir.
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De acordo com os espectros de absorcdo acima observa-se que o

comportamento apresentado pelo medicamento comercial € 0o mesmo

apresentado pelo padrdo adquirido da Sigma-Aldrich® (St Louis, MO, EUA),

indicando que ha no medicamento a presenca do farmaco em questao.

Os tempos mencionados na figura sdo de exposicdo da solucdo ao
feixe de luz LASER 370nm CUBE Coherent® (Santa Clara, CA, EUA) que

foram previamente estabelecidos de acordo com a reviséo da literatura.

Por seguinte, foram medidos os espectros de absorcdo da melatonina

padrdo em conjunto com o peréxido de hidrogénio sob efeito da luz LASER,

formando assim o sistema homogéneo UV/H202 — Farmaco. E seus espectros

estdo dispostos na proxima figura.
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Apesar de a concentragao de 125 mM apresentar um bom decaimento
na concentragdo da molécula, foi refutado o uso dessa concentracdo como
padrdo, pois existe uma inviabilidade econémica deixando 0 processo
extremamente oneroso para os gestores de industriais que optem por ele.

De acordo com a literatura ja consolidada a melatonina apresenta
espectro de absorcao especifica em 278nm, onde nos espectros acima nao se
observa alteracao significativa em sua concentracao.

Os testes foram realizados com um laser em comprimento de ondas de
370nm porque o objetivo era avaliar o processo sem a presenca de um
fotossensibilizador ou ion metélico. Os fotossensibilizadores usuais possuem
absorcao especifica préximo dessa faixa emissao.

A figura abaixo possibilita observar que ndo ha linearidade na
apresentacdo das absor¢cdes em 278nm, que é a absorcdo especifica da
melatonina, restando observado o que ja era esperado no inicio, pois esse
trabalho foi encaminhado como um estudo controle para utilizacdo como base

para a continuacdo da pesquisa de mestrado.
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Ao analisar os resultados foi possivel estabelecer que o sistema
LASER, no tempo de irradiacdo avaliado, ndo foi capaz de degradar

totalmente o farmaco melatonina.

6. Consideracdes Finais

Diversos estudos apontam a eficiéncia dos processos oxidativos
avancados na remocao de rejeitos industriais do meio ambiente. Com o
aumento da preocupagd0 com 0S recursos naturais esses processos se
tornam alternativa limpa, pois ao seu final, na maior parte das vezes o
contaminante € eliminado por completo deixando apenas substancias
inofensivas ao ambiente.

Os experimentos foram realizados de forma preliminar e controle e
visaram elucidar um perfil inicial da melatonina, pois outros testes serao
realizados em um futuro proximo de forma complementar para compor a
pesquisa de mestrado que ja se encontra em andamento e utilizara o mesmo
farmaco como elemento de pesquisa.

Com o presente trabalho foi possivel estabelecer um aprendizado
aprofundado das técnicas e utilizacdo do sistema LASER, estudos de

padronizacao e realizacao de revisdo bibliogréfica.
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