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Resumo: A poluicao ambiental, decorrente da geracao de residuos, tem
aumentado com o progresso tecnoldgico e com o aumento populacional.
Destacam-se, neste contexto, os residuos decorrentes da rotina de inddstrias
quimico-farmacéuticas e, principalmente, o descarte indevido de farmacos
e de seus metabdlitos ativos na rede de esgoto doméstico. Dentre os
indmeros farmacos potencialmente poluentes do meio ambiente destaca-se
o horménio 17«-etinilestradiol devido ao seu efeito impactante no ciclo de
vidas de diversos seres vivos. Uma alternativa sustentavel para a diminuicao
da contaminacao do ambiente, principalmente do solo e das aguas, ¢ o
uso de catalisadores que promovam a degradacao destes poluentes. As
metaloporfirinas sao uma classe de compostos macrociclicos de ocorréncia
natural que exercem um papel muito importante no metabolismo de
organismos vivos, sendo promissoras para aplicacao como catalisadores nas
reacoes de degradacao de farmacos como, por exemplo, o 17c-etinilestradiol.
O estudo do potencial catalitico dessas metaloporfirinas na degradacao
de farmacos e de seus metabdlitos ativos requer a utilizacao de técnicas
analiticas apropriadas. A técnica mais comumente relatada na literatura
para andlises de 17c-etinilestradiol e de seus correlatos € cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). Visando estudar o grau de degradacao do
17a-etinilestradiol promovido por metaloporfirinas em sistemas oxidativos e
determinar seus produtos de degradacao, foram desenvolvidas as condicoes
cromatograficas adequadas para as analises por CLAE.
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Abstract: Environmental pollution arising from waste generation has
increased with technological progress and population growth. Noteworthy in
this context, waste resulting from routine chemical-pharmaceutical industries
and, especially the improper disposal of drugs and their active metabolites in
domestic sewage network. Among the numerous drugs potentially polluting
the environment stands out because of the hormone 17o-ethinylestradiol
effect impacting the cycle lives of many living beings. A sustainable
alternative to reduce contamination of the environment, especially soil and
water is the use of catalysts that promote the degradation of these pollutants.
Metalloporphyrins are a class of naturally occurring macrocyclic compounds
which have a very important role in the metabolism of living organisms
being promising for use as catalysts in degradation reactions to drugs,
such as 17a-ethinylestradiol. The study of the catalytic potential of these
metalloporphyrins degradation of drugs and their active metabolites requires
the use of appropriate analytical techniques. The technique most commonly
reported in the literature for the analysis of 17a-ethinylestradiol and its
correlates is high performance liquid chromatography (HPLC). To study the
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rate of degradation of 17a-ethinylestradiol promoted by metalloporphyrins

systems and determine their oxidative degradation products, were developed

chromatographic conditions appropriate for analysis by HPLC.

Keywords: 17a-Ethinylestradiol. Metalloporphyrin. HPLC.

INTRODUCAO

A poluicao ambiental € um lema preocupanle em lodo o
mundo. Nos (llimos anos, esse assunto vem sendo alvo de
diversas discussoes e uma delas é sobre a poluicao das
dguas e dos solos alravés da excrecdo humana de [armacos
¢ seus melabolilos que nao sao lolalmente removidos nas
Estagoes de Tralamento de Esgolo (ETEs) (BILA; DEZOTTI
2003; COLLINS; BRAGA; BONATO,1997).

Oulras causas de conlaminagao do meio ambienle por
farmacos sao os medicamentos de uso velerinario usados
em larga escala e o descarle indevido de medicamenlos
em desuso pela populagao que, geralmenle, o faz na rede
de esgoto residencial (COLLINS: BRAGA: BONATO, 1997).

Observa-se que a ocorréncia de [armacos residuais no
meio ambiente acarreta danos, principalmente, em am-
bienles aquaticos. No entanlo, existem poucos estudos
sobre esse lema (THORPE el al,, 2003; PICKERING; SUMP-
TER. 2003). Assim. hd uma busca inlensa por mélodos
vidveis para a eliminacao eficienle desles poluentes pela
comunidade cientifica. Nesle conlexto, calalisadores por-
firfnicos mostram-se como candidalos promissores a de-
gradacao desles residuos (MAKARSKA; RADZKI; LEGEN-
DZIEWICZ, 2002).

As porlirinas perlencem a classe dos composlos ma-
crociclicos de ocorréncia natural que exercem um impor-
lanle papel no melabolismo de organismos vivos. Enlre
08 principais representantes desle grupo de macrociclos
letrapirrdlicos deslacam-se os complexos de [erro nas he-
moproleinas e nos citocromos P-450 (melaloporfirinas), os
derivados de magnésio nas clorolilas (metaloclorinas) e os
de cobalto na vitamina B,, (melalocorrina), que exercem
fungdes essenciais em processos bioldgicos como a folos-
sintese, o transporle e eslocagem de oxigénio, o transporle
de elétrons e caldlise, entre outras (MILGROM, 1997).

Desde o surgimento do primeiro sistema artificial envol-
vendo uma metlaloporfirina sintélica como catalisador em
reacoes de oxidacao de substratos organicos por iodosil-
benzeno (Phl0) (GROVES: NEMO: MEYERS, 1979). varios
sistemas oxidalivos calalisados por melaloporfirinas loram
desenvolvidos (MEUNIER, 1992; BIESAGA el al., 2000;
MANSUY, 2007; HUANG; LI; WANG, 2010).

Para a aplicacao de melaloporfirina como calalisador da
reacao de degradaco oxidaliva do hormdnio 17e-elinile-

stradiol, um dos [armacos polencialmente poluente do meio
ambiente, [ol necessario desenvolver a melodologia analitica
adequada para as analises desse hormonio, do seu grau de
degradacao, bem como, dos seus produtos de degradagao.

De acordo com os relalos na literatura. a lécnica anali-
lica mais ulilizada para as andlises envolvendo hormdnios
¢ a cromalografia liquida de alla eficiéncia (CLAE) devido
a sua alla sensibilidade e seletividade, além de ser conhe-
cida como um dos mais eficienles e modernos mélodos de
separacao existentes (ANVISA, 2002). A CLAE € utilizada
para separar compostos de alto peso molecular, substan-
cias pouco voldleis e maleriais lermicamente inslaveis.
Pode ainda ser empregada nas separacoes de elemenlos
em baixissimas quantidades em misturas complexas, lor-
necendo resultados rapidos, exalos e precisos. Além disso,
permile andlises mullielementares em uma tnica injecdo
com alla resolugao, sensibilidade e selelividade, para as
nuais necessila de apenas alguns microlitros de amostra
(ANVISA, 2002). Além disso, os diversos tipos de detecto-
res, colunas e composicoes de [ase mavel permilem que
a andlise por CLAE se eslenda a varios Lipos de analitos
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

Assim, a grande versatilidade da CLAE foi a base
para a sua utilizacdo como a lécnica analitica princi-
pal para os estudos de degradagao do hormonio 17e—
-etinilestradiol catalisado por metaloporfirina.

METODOLOGIA

Para a delerminacao da melodologia analilica a ser ulili-
zada para as andlises do hormonio 17e-elinilestradiol e de
seus correlatos 17p-estradiol, estriol e estrona, por CLAE
foram leitos levantamentos bibliogralicos das condicdes co-
mumente utilizadas. Apds as pesquisas realizadas, [oram
programados varios testes para definir a fase mdvel a ser
utilizada, a velocidade do fluxo da [ase mével € o lempo de
eluigao das amoslras injetadas. Todos o8 lesles [oram re-
alizados & lemperalura ambiente. injetando-se automalica-
mente 40 pl de amostra e utilizando-se a coluna croma-
logralica de [ase eslacionaria de ocladecilsilano (Shimadzu
€18, 250mmx5mm, 5um) para sistema cromatografico de
[ase reversa, ulilizando um aparelho de CLAE com detector
de UV-Vis (Agilent 1100 series).

As solucdes estoque contendo os hormdnios 17a-elini-
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lestradiol (Sigma-Aldrich, 99.5%). 17p-estradiol (Sigma-
-Aldrich, 99,9%), eslriol (Sigma-Aldrich, 98,0%) e eslrona
(Sigma-Aldrich, 99,0%) nas concentracoes de 0,1 mg/mL
foram preparadas individualmenle em baloes volumélri-
cos de 00,00 mL utilizando-se metanol grau HPLC (Baker)
como solvenle. Foram pesados 5.0 mg de estrona (18.0
pmol), 5,0 mg de 17e-elnilestradiol (16,9 pmol), 5,0 mg
de estriol (17.3 pmol) e 5,0 mg de 17p-estradiol (18,4
pmol) em uma balanca analilica (Sartorius) e Lransferidos
quantitalivamente para baldes volumétricos de 50.00 mL e
08 volumes completados com melanol grau HPLC.

Foram reliradas aliquotas das solucdes eslogue dos
hormonios e [illradas em filtro seringa (Millex PTFE 25
mm, 0.45 pm). Mediu-se exalamenle 0,250 mL de cada
solugao, ulilizando-se microseringa (Hamillon, 250 pli), €
transleriu-se para um vial de 1,5 mL de capacidade com
lampa de rosca e seplo de Leflon, oblendo-se uma mistu-
ra dos hormonios na concentracao de 0,025 mg/mL. Essa
mistura de hormonios foi ulilizada nos lestes para determi-
nacao da fase movel do sistema, da velocidade do fluxo da
fase mavel e do lempo de eluicao das amostras injeladas.

Para determinar a velocidade do uxo da fase movel partiu-
-se de um [Muxo de 1,0 mL/min que o ajustado para 0,8 mL/
min. Concomitantemente, variou-se a fase movel e o lempo de
analise, parlindo-se de uma [ase movel constituida da mistura
de metanol grau HPLC e dgua purificada (Mili-()) na proporgao
de 50:50. Em seguida. substituiu essa mistura pela mistura de
acelonitrila grau HPLGC (Baker) e dgua purificada nas propor-
¢oes de 40:60: 60:40 e, linalmente, 50:50, oblendo-se lempos
de analise que variaram de 30 minutos a 2 horas.

Apos ler realizado a escolha das melhores condigoes
cromalogralicas para as analises dos hormdnios. elabo-
rou-se uma curva de calibragao para o 17c-elinilestradiol
para avaliar a linearidade das areas dos picos nos croma-
logramas oblidos em [ungdo das diferenles concentracoes
de 17w-elinilestradiol injeladas. Para islo, [ol preparada

uma solucao estoque de 17wo-etinilestradiol na concenltra-
cao de 0,2 mg/mL em melanol grau HPLC. Foram prepa-
radas solugoes diluidas a partir da solugao estogue nas
concentragoes de 0,02 mg/mbL; 0.04 mg/mL; 0.06 mg/mL;
0,08 mg/mL; 0,09 mg/mL; 0,10 mg/mL: 1,10 mg/mL; 1,20
mg/mL. Aliquotas de 40 pl dessas solugoes foram injela-
das automaticamente e individualmente pelo equipamento
de CLAE em lriplicala, ulilizando-se para eluicao a lase
movel constiluida da mistura de acelonitrila grau HPLC e
agua purificada (50:50) com [luxo de 0.8 mL/min. coluna
cromalogralica com [ase eslacionaria C18, a lemperalura
ambiente, com lempo de analise de 30 minulos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As condicoes cromalogralicas adequadas para as ana-
lises do hormonio 17e-elinilestradiol e de seus correlalos
17p-estradiol, estriol e estrona, por CLAE foram delermi-
nadas com o objelivo de serem aplicadas nos estudos de
reagoes de degradacao oxidativa do 17e-etinilestradiol
calalisadas por melaloporfirina.

0Os lestes para oblengao das melhores condicoes de
analise por CLAE foram realizados, ulilizando-se uma mis-
tura dos horménios 17e-etinilestradiol. estriol, estrona e
17p-estradiol, obtidos comercialmenle com allos leores
de pureza, em solucao de metanol grau HPLC a 0,025 mg/
mL. A mistura dos horménios [oi analisada em diferentes
comprimentos de onda: 260 nm, 240 nm, 230 nm, 220 nm,
£ 205 nm, sendo que 08 picos dos cromalogramas apresen-
laram melhor resolugao em 280 nm.

Apos a realizacao de vérios lesles. obleve-se as condi-
¢oes olimizadas para as analises por CLAE: [luxo da lase
mavel de 0,8 ml/min; fase mavel melanol grau HPLC e azua
purificada (50:50); [ase eslaciondria coluna cromalografi-
ca C18; volume de inje¢ao de amostras 40 pl; temperatura
ambiente e lempo de analise 30 minutos (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Cromatograma do etinilestradiol e substancias relacionadas, em condigGes
otimizadas para CLAE: fluxo de 0,8 ml/min; diluente metanol; fase mével acetonitrila e agua

purificada (1:1); fase estacionaria coluna cromatografica C18; volume de injecao 40 pl;

temperatura ambiente e tempo de analise 30 minutos.
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