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RESUMO

A 17o-metiltestosterona (MT) é o androgeno sintético mais
largamente empregado na reversdo sexual de tilapias. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas a ciclodextrina (CD) utilizada na formagéo de
complexos de inclusdo com a metiltestosterona representa uma nova
possibilidade de método para inversdo sexual. Neste trabalho foram
preparados os complexos de inclusdo entre a metiltestosterona e a f3-
ciclodextrina por liofilizagdo, malaxagem e mistura fisica. O produto obtido
foi caracterizado por métodos espectroscopicos, analises térmicas e
microscopia. O comportamento do horménio em presenca de ciclodextrina
foi avaliado quanto a mudanca de polaridade do ambiente de solvatacdo. A
avaliacdo da solubilidade e estimativa da estequiometria do complexo de
inclusdo foi realizada por isotermas de solubilidade. A calorimetria
diferencial de varredura e a microscopia eletrbnica de varredura foram
empregadas para avaliar a formacdo dos complexos em estado solido. As
interacOes existentes entre hospede e hospedeiro foram avaliadas por H
RMN e medidas de DOSY. Experimentos de ROESY 2D foram utilizados
para estabelecer a estrutura do complexo e como ocorre a interacdo
corroborando com os resultados de dinamica molecular para a formacdo do
complexo de inclusdo no vacuo. A formagcdo do complexo de inclusdo
propiciou um aumento de 6 vezes na solubilidade do horménio, a formacéo
de um complexo com solubilidade limitada e estequiometria de 1:2
(MT:CD). A supressdo dos picos endotérmicos do hormdnio e da &gua de
solvatacdo das ciclodextrinas, assim como a alteragdo da morfologia dos
produtos obtidos confirmam a formacdo dos complexos de inclusdo. Os
deslocamentos quimicos de H3 e H5 da ciclodextrina apontam para uma
inclusdo completa do hormdnio na cavidade. Com o DOSY foi determinado
a constante de associacdo Ka = 2.846 L mol™ e a fragcdo complexada de 76%.
Testes de liberagdo mostraram a liberacdo mais lenta para os complexos
preparados por liofilizagdo, sendo um percentual de 65% para o complexo de
razdo molar 1:1 e de 50% para o 1:2. Os experimentos in vivo parecem
indicar que as formulagdes dos complexos sdo um método vidvel a ser
empregado comercialmente, no entanto os resultados, ainda sdo preliminares
e carecem de mais estudos. Assim, 0 uso da nanotecnologia, representada
pela associa¢do da metiltestosterona com a B-ciclodextrina, apresenta forte
potencial para ser empregada na aquicultura para reversdo sexual de tilapias.

Palavras-chave: Ciclodextrina. Metiltestosterona. Complexo de incluséo.
Reversdao sexual. Tilapia.



ABSTRACT

170-methyltestosterone (MT) is the most widely used synthetic
androgen for sex reversal in tilapia. Due to its physicochemical properties,
the cyclodextrin (CD) wused to form inclusion complexes with
methyltestosterone is a new possibility of sex reversal method. In this study,
inclusion complexes between p-CD and MT were prepared by
Iyophilization, kneading and physical mixture. The product was
characterized by spectroscopic methods, thermal analysis and microscopy.
The behavior of the hormone in the presence of cyclodextrin was evaluated
for change in polarity of the solvation environment. Evaluation of solubility
and estimated stoichiometry of the inclusion complex were performed by
phase techniques. Differential scanning calorimetry and scanning electron
microscopy were used to assess the formation of complexes in the solid
state. The interactions between guest and host were evaluated by 'H NMR
and DOSY measurements. 2D ROESY experiments were used to establish
the structure of the complex, and how the interaction occurs, confirming the
results of molecular dynamics for the formation of the inclusion complex in
vacuum. The formation of the inclusion complex provided a 6-fold increase
in the solubility of the hormone, the formation of a complex with limited
solubility and a 1:2 stoichiometry (MT:CD). The suppression of endothermic
hormone peaks and water solvation of cyclodextrins, as well as the change in
morphology of the products obtained confirm the formation of inclusion
complexes. The chemical shifts of H3 and H5 in cyclodextrin point out to a
complete inclusion of the hormone in the cavity. The association constant
Ka=2.846 mol L*and the complexed fraction of 76%was determined with
the DOSY. Release tests showed a slower release for the complexes
prepared by lyophilization, with 65% for the 1:1 molar ratio complex, and
50% for the 1:2 molar ratio complex. The in vivo experiments seem to
indicate that the formulations of the complexes are a viable method to be
used commercially; however, the results are still preliminary and require
further studies. Thus, the use of nanotechnology, represented by the
association of methyltestosterone with B-cyclodextrin, has strong potential to
be used in aquaculture for sex reversal of tilapia.

Keywords: Cyclodextrin.  Methyltestosterone.  Inclusioncomplex. Sex
reversal. Tilapia.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Fundo de Populagbes das Nacdes Unidas (UNFPA), temos
hoje um crescimento expressivo e rapido da populacdo mundial que se deve a
alguns fatores como o0 aumento da expectativa de vida e menores taxas de
mortalidade infantil.

De 1999 a 2011 houve um crescimento populacional da ordem de 1
bilhdo de habitantes, onde a populacdo mundial alcangou a casa dos 7 bilhGes. A
estimativa para 2050 é de uma populacdo de 9,3 bilhdes de habitantes (UNFPA,
2011). Com este elevado contingente populacional também aumenta a demanda
por uma maior producdo de alimentos e a preservacdo do meio ambiente.

A utilizacdo da grande maioria dos compostos terapéuticos é limitada
por alguns problemas em suas formula¢bes que estdo relacionados normalmente
com a biodisponibilidade de seus principios ativos, fazendo com que atengdo
consideravel seja voltada para o desenvolvimento de novos sistemas de
transporte de drogas. Nestes sistemas, carreadores sdo responsaveis por
contornar propriedades fisico-quimicas limitantes das drogas encapsuladas
melhorando a farmacodinamica, farmacocinética e os efeitos toxicolégicos das
mesmas.

Dentre uma série de carreadores estudados atualmente, as ciclodextrinas
(CDs) despertam grande interesse pela capacidade de formar complexos de
inclusdo com uma variedade de substancias que tém suas propriedades alteradas
pela complexagéo.

A tilapicultura, tem se tornado alvo de muita polémica no Brasil devido
a utilizacdo de hormdnios esteroides para inversdo sexual das larvas. Ha ainda
estudos controversos sobre a sua utilizagdo, principalmente no que diz respeito &

dose e duragéo do tratamento e se a utilizaco destes hormdnios faz ou ndo mal
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ao meio ambiente, tendo em vista que uma das maiores preocupacles é a
liberacdo dos residuos desse horménio nos recursos hidricos.

Tendo em vista essa necessidade de aumentar a producdo de alimentos
de forma sustentavel, agredindo o minimo possivel 0 meio ambiente, este
trabalho direciona-se a estudar tecnologias que viabilizem a producdo de
pescado, especificamente a tilapicultura com o uso de hormdnio masculinizante
complexado em sistemas carreadores.

Al7a-metiltestosterona (MT) é o androgeno sintético mais largamente
empregado na producdo de tilapias. A CD, utilizada na formacdo de complexos
de inclusdo com a MT, representa uma nova possibilidade de método para a
inversdo sexual. Sendo assim, este trabalho visa a preparacdo de complexos de
inclusdo entre a MT e a CD bem como a caracterizagdo fisico-quimica dos

novos compostos e realizagdo de testes de reversao sexual em tilapias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inversédo sexual em tilapias

Nas ultimas décadas a tilapicultura se expandiu por todo 0 mundo, assim
como a répida industrializacdo dos sistemas de producdo deste pescado. Como
resultado, a produgdo mundial de tilapia cultivada aumentou de 384 mil
toneladas, em 1990, representando 4,5% da producéo total de peixes de cativeiro
para 3,5 milhdes de toneladas em 2010, representando 8,9% da producéo total de
peixes de viveiro, com um crescimento médio anual de 13,5% (FAOQ, 2012).

No Brasil, a Aquicultura Continental, como atividade autossustentavel, é
a que mais cresce nos dias de hoje. ColecOes hidricas extensas, abundantes e
disponiveis, condi¢des climaticas favoraveis, tecnologia disponivel (técnicas de
criagdo, equipamentos e insumos), sdo fatores favoraveis ao desenvolvimento do
setor no cendrio nacional (IBAMA, 2005).

No que se refere ao cultivo de tildpias a produgdo passou a ter atencéo
especial no ambito comercial a partir da década de 1950, tornando-se uma
atividade promissora para piscicultores e uma nova fonte para obtencdo de
proteina. Cerca de 155 mil toneladas de tilapias, espécie mais cultivada no
Brasil, foram produzidas no ano de 2010, movimentando um agronegécio de 1,3
bilhGes de reais por ano (MPA, 2013).

A tilapicultura é baseada, em sua maior parte, na producdo de
populagdes monossexo por meio das técnicas de masculinizacdo (GALE et al.,
1999). A producdo de tilapias monossexuais (todos macho) desempenha papel
significativo, devido as suas rapidas taxas de crescimento, a tolerancia maior a
uma vasta gama de condigdes ambientais, a resisténcia ao estresse e doencas,
conservagdo de energia mais elevada, agressividade reduzida e maior
uniformidade do tamanho da colheita (EL-SAYED et al., 2012). Portanto, muita
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atengdo tem sido dada a cultura de tilapia monossexo durante as Ultimas
décadas.

Vérias sdo as opgbes para se conseguir populacBes mMonossexo,
incluindo métodos genéticos, ndo genéticos e mesmo uma combinacdo entre
eles. Dentre os principais métodos utilizados destacam-se a sexagem manual, a
hibridagdo, a manipulagdo cromossomica e a inversio hormonal
(BEARDMORE; MAIR; LEWIS, 2001). Entretanto, a técnica mais utilizada
comercialmente é a inversdo hormonal do sexo, envolvendo a administracdo de
androgenos sintéticos incorporados na racdo (SINGH, 2013; ZANARDI et
al.,2011).

A administragdo por via oral da MT é o método mais comum e utilizado
com éxito para a producdo de populagcbes macho de tilapia (BEARDMORE;
MAIR; LEWIS, 2001; EL-SAYED et al., 2012). A MT é o andr6geno sintético
mais utilizado devido a sua grande eficacia, facilidade de aquisi¢cdo, menor custo
guando comparado aos outros hormdnios e facilidade de excrecdo apés o
tratamento (BEARDMORE; MAIR; LEWIS, 2001; CNAANI; LEVAVI-
SIVAN, 2009).

Este derivado sintético da testosterona (Figura 1), de férmula molecular
C20H300, € massa de 302,45 g mol?, ocorre na forma de um p6 cristalino de
coloracdo branca ou creme, que é sollvel em varios solventes organicos, mas
praticamente insoldvel em &gua. Como ndo absorve luz em comprimentos de

onda > 290 nm ndo é esperado que ocorra fotolise direta (PUBCHEM, 2014).
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Figura 1 Estrutura quimica do hormdnio 17a-metiltestosterona

Os residuos de MT, se lancados ao solo, devera ter baixa mobilidade
baseada em um K, (coeficiente de particdo do contaminante entre solo-agua
corrigido pela matéria organica do solo) de 1600. Se liberados em agua é
esperada a absor¢do em sdlidos suspensos e sedimentos com base no Ko
estimado. O potencial de bioconcentracdo em organismos aquaticos € moderado
e ndo é esperado que a hidrélise seja um importante processo de destino
ambiental para este composto, pois como pode ser evidenciado em sua estrutura
ndo tem os grupos funcionais que se hidrolisam sob as condi¢fes ambientais
(PUBCHEM, 2014).

No processo de inversdao hormonal a racdo deve ser oferecida as pos-
larvas recentemente eclodidas, com 9 a 13 mm de comprimento, desenvolvendo
0 tecido gonadal indiferenciado das fémeas genéticas em testiculos, produzindo
individuos que crescem e funcionam reprodutivamente como machos (POPMA;
LOVSHIN, 1995). O gendtipo dos peixes invertidos ndo serd alterado, apenas o
fenotipo sera direcionado, além disso, tilapias invertidas ndo retornam ao seu
sexo original. A duracdo do tratamento hormonal é determinada pelo consumo
de racdo que, por sua vez, varia em fungdo da temperatura da 4gua e do estagio
de desenvolvimento dos peixes (POPMA; LOVSHIN, 1995), entretanto Kubitza
(2000) determina que o tratamento deve ser de 21 a 28 dias. O horménio é

geralmente incorporado no alimento larval em proporgdes de 30-60 mg por kg
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de racdo, durante o periodo critico da diferenciagdo sexual. Para obter um bom
desempenho na inversdo a ragdo deve ser fornecida em 5 a 6 arracoamentos
diarios, resultando em maior quantidade de machos revertidos (SANCHES;
HAYASHI, 2001).

Para alcangar resultados eficazes e sustentaveis é necessario um rigoroso
controle de qualidade na prética da inversdo sexual. Entretanto, o que se observa
¢ 0 uso indiscriminado do horménio, aplicado em dosagens aleatérias e
elevadas, resultando na producdo de residuos acima dos limites biologicamente
aceitaveis. Além disso, existe ainda a possibilidade de ocorrer a inversdo em
peixes ndo tratados quando utiliza-se sistemas fechados (SANCHES;
HAYASHI, 2001).

A maior preocupacdo em relacdo ao uso inadequado destes hormoénios
refere-se a sua liberacdo no ambiente, uma vez que ja foi demonstrado que a
utilizacdo do horménio ndo resulta no acumulo de residuos nos tecidos dos
peixes tratados (DRUMMOND; MURGAS; VICENTINI, 2009).

Como néo existem leis e nem portarias com limites maximos permitidos
para este composto nos recursos hidricos, torna-se necessario 0 monitoramento
desse composto na agua e nos sedimentos de regifes onde ha pisciculturas. O
desenvolvimento de novos métodos para a manipulacdo do sexo € considerada
de valor estratégico para a indstria da aquicultura, em consequéncia do
aumento da aversdo do publico ao uso de hormdnios esteroides em animais de
producdo (REIG; TOLDRA, 2008).

2.2 Carreadores de moléculas

Atualmente, o interesse em materiais nano estruturados vem crescendo

de forma vertiginosa devido & sua potencialidade em diversas areas cientificas e
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tecnoldgicas, como catalise, sensores bioldgicos, liberacdo controlada de
farmacos e bioencapsulacdo (SCHUCH; BELIVAQUA; FAGAN, 2007).

Os investimentos nas pesquisas em nanotecnologia ultrapassaram 2
bilhdes de dblares ao ano, podendo chegar a 1 trilhdo no periodo de 2010 a 2015
(ZANETTI-RAMOS; CRECZYNSKI-PASA, 2008). A busca, normalmente, é
por métodos de preparacdo, caracterizacdo e manipulacdo de nanoestruturas para
um uso especifico, como no caso da nanotecnologia associada a farmacos
(SCHUCH; BELIVAQUA; FAGAN, 2007). Deste modo, tornou-se possivel o
desenvolvimento de diversos tipos de materiais como carreadores de moléculas
(HUGHES, 2005):

a) Os de origem biolégica como os lipidios, peptideos,
oligossacarideos;

b) Polimeros como o poli-acido latico, poli-amidoamina, poli-acido
glicélico;

c) Carreadores baseados em silicone, como o préprio silicone e
diéxido de silicone;

d) Carreadores baseados em carbono, como os fulerenos e nanotubos;

e) Estruturas metélicas de ouro, prata, paladio ou platina, que sdo

capazes de formar nanoparticulas e nanoesferas.

A nanotecnologia tem aplicacdo em diversos setores industriais e de
servigos como na industria farmacéutica, na area de dispositivos eletronicos e
Gticos, de pigmentos e tintas, na de siderurgia, vidros e ceramicas, no setor
quimico e petroguimico, no agronegdcio, no setor téxtil, além da area de
biotecnologia e saude (ZANETTI-RAMOS; CRECZYNSKI-PASA, 2008).
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2.3 Ciclodextrinas

As CDs (Figura 2) séo atualmente um dos carreadores de moléculas
mais estudados, atraindo a atengdo de investigadores tanto no campo de pesquisa
como no campo de tecnologias aplicadas (VENTURINI et al., 2008). Também
conhecidas como cicloamiloses, ciclomaltoses ou dextrinas de Schardinger, as
CDs foram descobertas por Villiers em 1891, quando obteve uma pequena
quantidade de material cristalino ap6s a hidrdlise do amido com Bacillus
amylobacter, o qual denominou de celulosina, no entanto os primeiros detalhes
de sua preparagdo, descri¢do e isolamento foram descritos por Schardinger em
1903 (DEL VALLE, 2004).
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Figura 2 Estrutura quimica da B-CD, formada por 7 mondémeros de glicose. A a
e v CD possuem respectivamente 6 e 8 unidades de glicose

As CDs sdo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-
glicose unidas por meio de ligacdes glicosidicas, obtidas a partir da degradacao
enzimatica do amido (enzima ciclodextrina glicosiltransferase) de espécies como
a mandioca, batata, milho, trigo, etc. As macromoléculas produzidas dependem
do tipo de microorganismo que produz a enzima e das condi¢Ges de reagdo. As

CDs de maior importancia ¢ ocorréncia natural sdo as o, p € y-CDs, constituidas
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por seis, sete ou oito monémeros de D-(+)-glicopiranoses, respectivamente,
unidas por liga¢des a-1,4 (LOFTSSON; MASSON, 2001).

Estas macromoléculas possuem a forma de cone truncado cuja cavidade
contém um esqueleto carbénico com hidrogénios e oxigénios glicosidicos
voltados para o seu interior formando uma zona de alta densidade eletronica.
Grupos hidroxilas secundarias estdo situadas na extremidade mais larga,
enquanto os grupos hidroxilas primarios na parte mais estreita. Devido a
distribuicdo dos grupos funcionais que formam a CD, a parte externa adquire
carater hidrofilico e a interna hidrofébica (LOFTSSON; BREWSTER, 1996;
SZEJTLI, 1998). Algumas propriedades fisico-quimicas das CDs sdo descritas

na Tabela 1.

Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas das CDs

Propriedades a-CD B-CD v-CD

NUmero de unidades de

) 6 7 8
glicose
Massa molar (g mol™?) 972 1135 1297
Solubilidade em agua a
14,5 1,85 23,2
25 °C (g/100 mL)
Didmetro interno da
) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
cavidade (A)
Diametro externo da
. 14,6 15,4 17,5
cavidade (A)
Volume da cavidade
174 262 472
(A%
o Laminas Paralelogramos Prismas
Forma dos cristais ) . .
hexagonais monoclinicos quadraticos

Fonte Del Valle, 2004; Fromming; Szejtli, 1994.
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As CDs naturais, em particular as B-CDs, tém solubilidade aquosa
limitada e a formagdo de complexos com compostos lipofilicos geralmente
resulta em precipitacdo dos complexos sélidos se o limite de solubilidade for
atingido (16,4 mM ou 18,5 mg mL™). Assim, numerosas modificacdes na
estrutura quimica das B-CDs tém sido feitas originando derivados mais sollveis
como a 2-hidroxipropil-B-CD, 2,6-dimetil-p-CD e CDs sulfatadas como
sulfobutiléter-B-CD, dentre outras (BREWSTER et al., 1991).

Esse aspecto molecular tem possibilitado a utilizacdo das CDs em
diferentes areas da ciéncia e tecnologia (DODZIUK, 2006). A CD é
praticamente atéxica e tem sido comumente utilizada como carreador e no
melhoramento das propriedades de farmacos (DE JESUS et al., 2006 e 2010;
RODRIGUES et al., 2011) e de uso agricola (VENTURINI et al., 2008),
remoc¢do de metais e compostos organicos em meio aquoso (MAHLAMBI et al.,
2010; SHAO, et al., 2010; BARUCH-TEBLUM; MASTAI; LANDFESTER,
2010), cromatografia (VARGA et al., 2012; ZHAO et al., 2010), catélise
(STRIMBU; LIU; KAIFER, 2003), mascaramento de sabores e odores
(BINELLO et al., 2004), dentre outras aplicagdes.

2.3.1 Complexos de inclusao

A habilidade das CDs de formarem complexos de inclusdo depende
essencialmente da compatibilidade estérica e dos critérios de polaridade
existentes com a droga. Além disso, as forgas que dirigem a complexagdo tém
sido atribuidas a alta energia de repulsdo da agua na cavidade das CDs, as
interacBes de Van der Waals, hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio (VAN DE
MANAKKER et al., 2009). As moléculas complexadas permanecem
normalmente orientadas em uma posi¢do onde ha 0 maximo contato entre sua

porcdo hidrofébica e a cavidade apolar, estando sua por¢do hidrofilica em



25

contato com os grupos hidroxila da CD (FROMMING; SZEJTLI, 1994). O
complexo de inclusdo formado entre CDs e moléculas hdspedes € um equilibrio
dindmico, em que se tem a molécula hospede constantemente se associando e
desassociando da cavidade da CD (LOFTSSON; BREWSTER, 1996; STELLA
etal., 1999; ASTRAY et al., 2009).

Em solugdo aquosa, a cavidade hidrofobica das CDs estd preenchida
com moléculas de agua (Figura 3). Por apresentar um microambiente
termodinamicamente desfavoravel, as moléculas de agua tendem a sair e entrar
com dificuldade. Assim, uma molécula hdéspede especifica, quando adicionada a
solugdo de CD, expulsa as moléculas de agua e ocupa a cavidade (TABUSHI,
1982; MATIOLLI, 2000).
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Figura 3 Representagdo esquematica da formagdo do complexo de inclusdo entre
a CD e otolueno
Fonte Szejtli, 1998

As B-CDs séo as CDs mais largamente utilizadas para a complexacao
com varias classes de moléculas (LOFTSSON; MASSON, 2001). Sua cavidade
tem um diametro de cerca de 7A, sendo grande o bastante para acomodar um
anel aromatico por exemplo (KALINKOVA, 1999). Porém, como ja foi descrito
(Tabela 1) sua solubilidade pode ser limitante.

Estudos mostram que mais de 40% dos insucessos no desenvolvimento
de novos farmacos se devem a limitagbes farmacotécnicas como baixa
capacidade de dissolucdo e permeabilidade (DAVIS; BREWSTER, 2004). A
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capacidade das CDs em modificar propriedades de moléculas pouco soltveis em
agua faz com que as mesmas sejam Uteis no aumento da absor¢do de farmacos
atraves de barreiras bioldgicas, podendo ser utilizadas como carreadores em
formulagbes de liberacdo imediata, por exemplo (UEKAMA, 2004).

A estabilizacdo da molécula convidada também pode favorecer uma
diminuicdo drastica na sublimacdo e volatilizacdo da mesma (LOFTSSON;
BREWSTER, 1996; STELLA et al., 1999). A modificacdo das propriedades
fisico-quimicas das moléculas convidadas sdo os efeitos mais significantes da
complexacdo com CDs. Esses efeitos sdo observados especialmente na
solubilidade e na liberag&do do composto complexado. Como consequéncia disso,
a administracdo de compostos complexados em CDs influencia na intensidade e
duracio dos efeitos esperados para a molécula (FROMMING; SZEJTLI, 1994).

A imobilizacdo estereoseletiva com a, p ou y-CDs tem sido descrita para
a solubilizacdo e liberacdo controlada de drogas como a Carbamazepina
(BREWSTER et al., 1991), a Nifedipina (SKALKO et al., 1996), a Hipericina
(SATTLER et al, 1997), o Propanidid (VIERSTEIN; STUMPF;
WOLSCHANN, 1997), o Miconazol (TENJARLA et al., 1998), o Praziquantel
(DE JESUS et al., 2006; DE JESUS et al., 2010; RODRIGUES et al., 2011;
CHAVES et al., 2010), o Zolpidem (TRAPANI et al., 2000) e um analogo de
nucleotideo (JORDHEIM et al., 2009). Também ja foram descritas a utilizacdo
com agroquimicos (YANEZ; ARAYA; BOLLO, 2010; CARVALHO; PINTO,
2012), como adsorvente na remocdo de poluentes organicos da &gua
(CARVALHO, et al., 2014; BARUCH-TEBLUM; MASTAI; LANDFESTER,
2010) e em colunas para quimica analitica (ZHAO et al., 2010).

As interacBes moleculares podem ser avaliadas utilizando-se diferentes
técnicas, que se baseiam em alterag6es fisico-quimicas da molécula incluida. Em
solugdo aquosa um dos métodos mais comumente empregados no estudo de

complexacdo € o diagrama de solubilidade de fases e a espectroscopia de UV-
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Visivel. Outros métodos de analise também séo utilizados para a caracterizacao
dos complexos de inclusdo com CDs como a espectroscopia de infravermelho
(IV), ressondncia magnética nuclear (RMN), microscopia eletronica de
varredura (MEV), difragdo de raios-X (DRX) e andlises térmicas como a
calorimetria diferencial de varredura (DSC), a termogravimetria (TG) e a
termogravimetria diferencial (DTG) (LYRA et al., 2010).
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3 OBJETIVO GERAL

Preparar, caracterizar complexos de inclusdo entre a MT e a CD e

avaliar seus efeitos in vivo.

3.1 Objetivos especificos

a) ldentificar o melhor método de preparo dos complexos de inclusdo
(MT/CD);

b) Caracterizagdo da formagdo do complexo de inclusdo;

c) Avaliagdo tedrica, da formagdo dos complexos de inclusdo entre a MT e
a CD, em diferentes razdes molares;

d) Avaliar a liberagdo do hormonio in vitro;

e) ldentificar os efeitos da complexacao in vivo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparo dos complexos de inclusao

Para a grande maioria dos substratos, as técnicas de complexagédo
utilizadas sdo procedimentos simples e a escolha do método experimental,
depende fundamentalmente das caracteristicas do substrato que se esta
trabalhando.

A fim de avaliar o melhor método para preparacdo dos complexos de
inclusdo entre a CD e a MT, os complexos s6lidos foram obtidos por diferentes
metodologias, como descritas abaixo (SZEJTLI, 1988; DE JESUS, et al., 2006;
VILLAVERDE, et al., 2005).

a) Em solucdo aquosa

O procedimento de preparagdo mais habitual consiste na solubilizacéo
da CD em meio aquoso e posterior adicdo do composto ativo em excesso. A
suspensdo resultante permanece a temperatura constante, sob agitacdo, por um
intervalo de tempo suficiente para atingir o equilibrio termodindmico de
encapsulacdo (RAJEWSKI; STELLA, 1996). Quantidades perfazendo um total
de 2 g, nas razGes molares de 1:1 e 1:2 MT/CD (Sigma-Aldrich), foram
mantidas sob agitagdo constante por 7 dias em solu¢do aquosa a 10% de etanol
em recipiente fechado e protegidos da luz ambiente. A temperatura na qual foi

realizado o experimento foi de 26 + 2°C.
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b) Liofilizagdo

Consiste na eliminacéo de solvente dos sistemas em solu¢do, através de
um prévio congelamento e posterior secagem a pressdes reduzidas. Esta técnica
permite a obtengdo de complexos de inclusdo com elevado rendimento e um
baixo estresse térmico. Solu¢Ges com os complexos de inclusdo em meio aquoso
foram congeladas e liofilizadas (Liofilizador Labconco Freezone 4.5) até a total
eliminagdo do solvente. O complexo obtido foi acondicionado em frascos
hermeticamente fechados e recobertos com papel aluminio a uma temperatura de
-22°C.

c) Mistura fisica

Este método baseia-se na simples mistura dos componentes sem adi¢do
de 4gua. Em alguns casos sdo necessarios varios dias para se detectar a formacao
de complexos de inclusdo. Para o preparo da mistura, quantidades nas razbes
molares de 1:1 e 1:2 de MT e CD foram pesadas, transferidas para um graal e
com o auxilio de um pistilo foram maceradas por cerca de 10 min para que
houvesse uma perfeita homogeneizacdo da amostra. O produto obtido foi
acondicionado em frascos hermeticamente fechados e recobertos com papel

aluminio a -22°C.

d) Malaxagem

Consiste em formar uma pasta a partir da adicdo da minima quantidade
de liquido (agua ou misturas etanoaquosas) suficiente para umedecer a mistura
em pd de farmaco e CD. Em escala laboratorial, é realizada em um almofariz

com auxilio de um pistilo.
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Como na mistura fisica, quantidades nas razdes molares de 1:1 e 1:2 de
MT e CD foram pesadas, umedecidas com agua deionizada, macerada com o
auxilio do pistilo e secas em estufa a 45°C. O complexo obtido foi
acondicionado em frascos hermeticamente fechados e recobertos com papel

aluminio a -22°C.

4.2 Espectroscopia de UV/Vis

A espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel é uma técnica ndo
destrutiva eventualmente requerida numa série de andlises. No caso do
ultravioleta (UV) a absorcao de radiagdo em comprimentos de onda especificos
(190 a 400 nm) causa a promocao de elétrons de um estado fundamental a um
estado excitado. Essa absorcdo de energia depende da estrutura eletrdnica da
molécula e por isso essa técnica apresenta um amplo espectro de aplicacdes
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Basicamente, quando um feixe de luz incide sobre uma amostra tem uma
fracdo desta luz absorvida por ela e cujo principio é expresso pela Lei de
Lambert-Beer (Equagdo 1). A Lei de Beer diz que essa fragdo deve ser sempre a
mesma, ou seja, estabelece que a absorbancia (A) é diretamente proporcional ao
caminho que a luz percorre na amostra (b), a concentracdo (c) e a absortividade

molar (¢).
A=ccb 1)
Na formacgdo de complexos de inclusdo podem ocorrem mudangas no

modo com que a molécula inclusa absorve a radiacdo UV devido a mudanga do

ambiente de solvatacdo e as diferentes interacfes entre hospede e hospedeiro.
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Essas mudangas podem ser visualizadas por alteragfes na intensidade e/ou
deslocamento das bandas de absorcdo (LYRA et al., 2010; DODZIUK, 2006).

4.2.1 Determinacao da absortividade molar e avaliacdo do comportamento

da MT em diferentes constantes dielétricas

Para avaliagdo do comprimento de onda de maxima absor¢do da MT
foram feitas varreduras, de 300 a 200 nm, das solucdes utilizadas na construcao
de uma curva analitica.

A absortividade molar (¢) da MT foi determinada através dos valores de
absorbancia de solu¢bes com concentracdes entre 20 e 80 uM do horménio em
agua deionizada contendo 10% de etanol. A partir dos valores de absorbancia
das solucdes foi construida uma curva analitica, sendo a inclinagdo da curva
correspondente ao valor de ¢, como mostra a Equacdo 1. Foi utilizado um
espectrofotbmetro UV-Vis marca Varian, modelo Cary 50 Probe.

A fim de simular o comportamento da MT em ambientes quimicos de
diferentes constantes dielétricas, espectros da MT 20 uM foram obtidos na faixa
de 200 a 300 nm em meios contendo diferentes propor¢des agua:etanol cujos
valores sdo mostrados na Tabela 2 juntamente aos respectivos valores de
constantes dielétricas, os quais foram utilizados na construgdo da curva de

variagdo de absorbancia pela constante dielétrica.
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Tabela 2 Variagdo das proporgcfes agua:etanol e suas respectivas constantes
dielétricas a 25 °C

% agua % etanol Constante dielétrica
100 0 79,5
90 10 73,7
80 20 70,2
70 30 66,0
60 40 59,6
50 50 55,0
40 60 47,5
30 70 41,1
20 80 35,4
10 90 29,2

0 100 24,9

Fonte Wohlfarth, 2008

4.2.2 Avaliacdo da interacdo MT/CD por absor¢do molecular

Para a avaliagcdo da interagdo entre a molécula de MT e a molécula
hospedeira, foram observados os efeitos da CD no espectro de absor¢do UV/Vis
da MT. Para isso, foram preparadas solucdes aquosas contendo 10% de etanol de
MT e CD nas proporg¢es de 1:0, 1:50 e 1:100 e obtidos os espectros de absor¢édo
na faixa de 200 a 300nm.

4.3 Isotermas de solubilidade
A avaliacdo da solubilidade do complexo de inclusdo formado foi

realizada pelo método descrito por Higuchi e Connors (1965) que tem como

fundamento a variacdo da solubilidade do soluto (MT), com o aumento da
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concentracdo da molécula hospedeira (no caso a CD). Este método é bastante
utilizado e seu tratamento matematico permite o célculo da constante de
associacdo (Ka) do complexo (FROMMING; SZEJTLI, 1994). O ensaio
constituiu na adigdo de quantidades crescentes de $-CD (0; 0,5; 1; 2; 3;4;5¢ 6
mM) a um excesso de MT em solugdo aquosa (2 mM). Apds 24 horas de
agitacdo o material foi centrifugado. Com o auxilio de uma seringa, coletou-se o
sobrenadante que foi passado em filtros MillexGP de 0,22 um (Millipore),
diluiu-se as amostras na ordem de 15 vezes em etanol 10% e fez-se a
quantificacdo de MT em solucdo, por leituras no espectrofotdmetro UV-Vis (A =
249 nm). De acordo com o complexo de inclusdo formado, a solubilidade pode
apresentar diversos tipos de isotermas, uma vez que pode haver um aumento ou
diminuicdo na solubilidade. Uma correlacdo entre a solubilidade do composto a

incorporar e a concentracdo de CD estd ilustrada na Figura 4.

Solubilidade do Guest

o

[ciclodextrina]

Figura 4 Isotermas de solubilidade. S; = [soluto] dissolvido (livre +
complexado); So = solubilidade do soluto na auséncia de CD; Sc =
solubilidade limite do complexo pouco sollvel; Isotermas Ap, A, €
An = complexos muito sollveis (limite de solubilidade determinado
pela solubilidade da CD); Isoterma Bs = complexo de solubilidade
limitada é formado; Isoterma B, = complexo insoltvel é formado
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De acordo com 0s mesmos autores e também Brewster e Loftsson
(2007), os valores da constante de associacdo (Ka) para formagdo de complexos
de estequiometria 1:1 podem ser calculados pela razdo entre inclina¢do e

intercepto da porgdo inicial linear do diagrama (Equacéo 2), como segue:

_inclinagéo
S, (@—inclinagéo)

)

Onde S corresponde a solubilidade intrinseca do hdspede.
Caso os complexos de inclusdo apresentem um diagrama com um perfil
Bs, a estequiometria do complexo pode ser estimada a partir da regido de platd,

pela resolucdo da Equagéo 3:

. S =S
Razdo molar = —|——A

@)

(B-A)

Onde, St corresponde ao substrato total adicionado ao sistema, Sa a quantidade
de substrato em solugdo no ponto A e CDga a quantidade de CD
correspondente a regido do platd (SZEJTLI, 1988).

4.4 Calorimetria diferencial de varredura

O principio fundamental da Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC) é que, quando uma amostra sofre uma transformacao fisica tais como as
transicdes de fase o calor terd de fluir pela amostra a fim de se manter a mesma
temperatura da célula de referéncia. A quantidade de calor que deve fluir para a
amostra depende se 0 processo € exotérmico ou endotérmico. Se 0 processo e

endotérmico a amostra vai requerer mais calor para aumentar a sua temperatura
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com a mesma taxa da célula de referéncia. Se o processo é exotérmico, como em
processos de cristalizagdo, menos calor é necessario para aumentar a
temperatura da amostra. Dessa forma, ao observar a diferenca de fluxo de calor
entre a amostra e a referéncia, a calorimetria diferencial de varredura é capaz de
medir a quantidade de calor absorvida ou liberada durante as transigdes
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2006).

Esse tipo de analise é amplamente empregado nos estudos de complexos
de inclusdo com CDs. Pelos termogramas obtidos pode-se avaliar se ha a
formacdo de complexos de inclusdo na razdo molar testada, monitorando-se
mudangas nas temperaturas de fusdo e na entalpia dos compostos antes e apos a
complexagdo (CARVALHO; PINTO, 2012; LOFTSSON; MASSON, 2001).

Esta técnica vem sendo empregada para avaliagdo de complexos de
inclusdo com CDs avaliando mudangas na temperatura de transicdo dos
compostos apds a complexacdo (CHAVES et al., 2010; PINTO et al., 2004;
PINTO et al., 2005; VILLAVERDE et al., 2005; ZHANG et al., 2005).

4.4.1 Avaliacdo da formacéo dos complexos de incluséo por calorimetria

diferencial de varredura

Os experimentos de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram
realizados num calorimetro DSC Q20-TA instruments pertencente ao
Departamento de Engenharia Ambiental/lUNESP/Campus Experimental de
Sorocaba. Amostras de 5 mg foram aquecidas a uma velocidade de 10°C min,
numa faixa de 30-300°C sob atmosfera de N.. Foram avaliadas as amostras de
MT, CD, mistura fisica de MT e CD e os complexos de inclusdo MT/CD.
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4.5 Microscopia eletronica de varredura

Por fornecer um numero de informacBes bastante detalhadas das
caracteristicas microestruturais dos materiais analisados, a microscopia
eletronica de varredura (MEV) tornou-se uma técnica imprescindivel em estudos
nas mais diversas areas, como eletrbnica, ciéncia e engenharia de materiais,
geologia, ciéncias da vida, entre outras.

Na MEV a amostra € irradiada por um fino feixe de elétrons. Como
resultado da interacdo do feixe de elétrons com a superficie desta amostra, uma
série de radiagdes sdo emitidas sendo que os sinais de maior interesse para a
formacdo da imagem sdo os elétrons secundarios e os retroespalhados. De
acordo com as variagdes existentes na superficie da amostra o feixe de elétrons
primarios que vai varrendo a amostra infere em modificagfes nos seus sinais que
sd0 responsaveis por gerar as imagens e fornecer dados de variacdo de
composicdo (REIMER, 1998).

Nos estudos de complexos de inclusdo com CDs a MEV, normalmente
avalia a reducdo de cristalinidade das particulas obtidas por diferentes métodos
de sintese para a formagdo dos complexos de inclusdo. Alteracdes drasticas no
formato das particulas, assim como em seu aspecto e tamanho sdo fortes
indicadores quanto a existéncia de novas fases solidas (Lyra et al., 2010). No
entanto, mesmo com mudancas claras no estado de cristalizacdo dos reagentes
precursores e produto obtido, este método ndo é capaz, por si sO, de confirmar a
formacéo do complexo de inclusdo (SINGH et al., 2010).

Estudo realizado com a nitrofurazona encapsulada com CD aponta
alteracdes da estrutura cristalina decorrente a interacdo entre a CD e a molécula
inclusa (MELO et al., 2007), o mesmo ocorreu para a inclusdo da curcumina
ocorrendo alteragdes morfolégicas e mudancas nos modos de agregacdo das

particulas (YADAV et al., 2009). Uma série de outras estruturas usadas na
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formacdo de complexos de inclusdo com CDs também foram avaliadas por
MEV, como o diclofenaco de zinco (II) (GUILHERME et al., 2010), o rifabutin
(PRIYA et al., 2013), a sivastantina (JUN et al., 2007), a benzocaina (PINTO et
al., 2005) e o praziquantel (RODRIGUES et al., 2011).

4.5.1 Avaliacdo da formacéo dos complexos de inclusdo por microscopia

eletrénica de varredura

As analises morfol6gicas dos complexos de inclusdo foram realizadas
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) em um microscopio de
varredura LEO EVO 40XVP pertencente ao Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Amostras de MT, CD e complexos de
inclusdo MT/CD foram montadas em stubs de aluminio, usando fita dupla face e
cobertas com ouro coloidal em atmosfera de argdnio sob vacuo por 180 s em
evaporador SCD 050 da BALZERS para tornarem-se condutoras, possibilitando

a analise.

4.6 Ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de RMN é atualmente 0 método mais importante para
a elucidacdo de estruturas organicas e é extensivamente empregado na maioria
dos estudos envolvendo CDs e seus complexos de inclusdo. A utilizacdo das
técnicas de RMN na investigacdo dos complexos com CDs possibilita
compreender as forcas que dirigem a complexagdo e 0 modo com o qual
ocorrem estas associacdes ndo covalentes (SCHNEIDER et al., 1998).

A maioria das investigacbes por RMN normalmente comegam com a
andlise do espectro de protons da amostra de interesse, com a analise habitual

dos deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamento e as intensidades
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relativas dos sinais. No entanto h4 uma infinidade de métodos de RMN
disponiveis para serem empregados em estudos, cabendo ao pesquisador
selecionar experiéncias apropriadas para obter as informagdes mais importantes
para a resolucéo de determinado problema (CLARIDGE, 2008).

Embora haja um grande niimero de sequéncia de pulsos os experimentos
de RMN exploram basicamente quatro fendmenos: as interacdes através de
ligacbes, as interagcdes através do espago, as trocas quimicas e a difusdo
molecular (CLARIDGE, 2008). Dessa forma, informagdes importantes
relacionadas a inclusdo de uma determinada molécula na cavidade da CD podem
ser obtidas a partir dos espectros de protons, por variagdo dos deslocamentos
guimicos. Medidas de DOSY podem ser utilizadas para medir a constante de
associacdo do complexo de inclusdo e medidas de Efeito Nuclear Overhauser
(NOE), como o ROESY, permitem identificar as interagcbes que ocorrem entre
hospede e hospedeiro descrevendo assim a conformacdo espacial da molécula
inclusa na CD (LIMA, 2010).

4.6.1 Aquisicao dos espectros de *H RMN

As amostras de MT, CDs e complexos de inclusédo (4,6 mM) foram
preparadas em D,O e agitadas em vortex. Aliquotas de 500uL das amostras
foram levadas ao espectrémetro de ressonancia, Bruker Avance Il — 400 com
sonda de deteccdo inversa BBI, pertencente ao Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

Os experimentos foram conduzidos a 25°C usando como referéncia o
pico da agua residual (4,7 ppm). Os espectros de préton foram obtidos com 16
varreduras, intervalo entre varreduras de 2s com pré-saturagdo do sinal da agua,

tempo de aquisicdo de 7,3s (64k pontos), e janela espectral de 4485,65 Hz.
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A analise dos dados foi realizada utilizando-se o software ACD/NMR
Processor Academic Edition cujos espectros monodimensionais permitiram a

atribuicdo dos hidrogénios pertencentes a CD e a MT.
4.6.2 Espectroscopia de RMN ordenada por difusdo (DOSY)

A difusdo pode ser definida como o movimento de um determinado
soluto pelas moléculas de um fluido. Em fase liquida as leis que regem a difusdo
sdo normalmente mais complexas do que em fase gasosa devido as forcas
intermoleculares que sdo mais intensas neste caso (SOUZA; LAVERDE
JUNIOR, 2002).

No estado liquido o movimento das moléculas, chamado de movimento
Browniano, ¢ aleatorio devido a sua energia térmica. A difusdo molecular pode

ser determinada pela Equacao de Stokes-Einstein (Equacéo 3).

k,T

D=

Onde D é o coeficiente de difusdo, K, é a constante de Boltzman, T é a
temperatura, # € a viscosidade do meio e r é o raio hidrodindmico da molécula.
O coeficiente de difusdo fornece informacdes importantes sobre a organizagdo
molecular e a estrutura de fases (SOUZA; LAVERDE JUNIOR, 2002;
HARMON et al., 2012).

As experiéncias de difusdo utilizando o RMN s8o medicGes dos
movimentos translacionais das moléculas onde compostos em uma mistura, com
base em seus coeficientes de difusdo, podem ser separados por diferencas no
tamanho e forma da molécula, bem como as propriedades fisicas do meio

circundante, tais como a viscosidade, a temperatura, etc. Dentre as técnicas



41

utilizadas, a técnica também conhecida como “cromatografia de Spins”, o
DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy), foi desenvolvida em 1992 por Morris
e Johnson. Nela é possivel discriminar qualquer componente de uma mistura que
apresente ndcleos ativos em RMN (SOUZA; LAVERDE JUNIOR, 2002;
MORRIS; JOHNSON JUNIOR, 1993).

A formacdo dos complexos de inclusdo com CDs pode ser observada
pela reducéo do seu coeficiente de difusdo. Quanto maior for a diferenca entre a
difusdo em solucéo de hdspede com CD comparado com a difusdo do hdspede
livre (sem CD), maior serd a fracdo complexada. Dessa forma, a populacdo do
héspede envolvido no processo de complexagédo esta diretamente associado aos
coeficientes de difusdo para as espécies observadas nas formas livre e
complexada, de acordo com a Equagdo 4, permitindo a determinagdo também da
constante de associacio (Ka) (RYMDEN; CARLFORS; STILBS, 1983;
CLARIDGE, 2008).

D =f

observado

Dligado + flivre DIivre (4)

ligada

Onde Dobservado € Diivre S80 05 coeficiente de difusdo do complexo e ligante livre,
respectivamente e a fracdo do ligante nos estados livre e complexado sdo
representados por fiwe € fiigada, respectivamente. Assim, a fracdo do ligante
complexado (figada) € @ constante de associacdo (Ka) podem ser calculadas
através das Equacdes 5 e 6 (RYMDEN; CARLFORS; STILBS, 1983):

_ Dobservado -D
ligada — D D

livre (5)

ligado livre

f,
Ka = Ilg.ada (6)
(L= figa0a ) ([NOSpedeiro] — f;.,, [NOspede]

ligada
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Assim, a Equagdo 5 nos da a porcentagem aproximada de moléculas

receptoras complexadas com as do ligante (CABECA, 2009).

4.6.2.1 Medidas do coeficiente de difusédo

As medidas de DOSY foram realizadas utilizando um big delta (A) de
100 ms, little delta (&) de 1,2 ms (1200 us). Foram obtidos 16 pontos para a
construcdo da curva, huma variacao linear da forca do gradiente entre 2 e 98%.
Cada um dos pontos foi adquirido pela aquisi¢do de 8 varreduras, com intervalos
de 5s. O Tempo de aquisicdo foi de 3,98s (64k pontos), janela espectral de
8223,68 Hz e temperatura de 25 °C.

A sequéncia de pulsos foi bipolar com filtro de corrente de anel (BPP-
LED, bipolar pulse pair longitudinal eddy current). E o processamento foi feito

no software TopSpin 3.0 Bruker.

4.6.3 Efeito nuclear overhauser (NOE)

O NOE é produto das interacBes magnéticas entre spins através do
espaco (acoplamentos dipolares). O NOE apresenta grande importancia na
elucidacéo de estruturas por sua capacidade de fornecer informagfes sobre a
geometria da molécula em 3D. No entanto sua aplicacdo é limitada para
moléculas com massa elevada (cerca de 1000-2000 daltons), pois o NOE
observado torna-se muito pequeno. Em métodos de diferenca de NOE
homonuclear a relaxagdo cruzada depende do produto entre o tempo de
correlagdo para reorientagdo molecular (zc) e a frequéncia de Larmor do nucleo
(wo). Assim, a medicdo do NOE rotativo (ROEs) fornece uma solucéo

alternativa, pois como mostra a relagio NOE —ROE (Figura 5), a relaxagédo
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cruzada é positiva para todos os valores do tempo de correlagdo rotacional
(CLARIDGE, 2008).

NOE
% ROE
5 _f
N
\
\
Y
\ log(wome)
\
\
\
\
A
\
N
S~ NOE
—100 4 e e o

Figura 5 Dependéncia do NOE-ROE para um isolado homonuclear em relagéo a
Wp € 7¢

Dessa forma, o experimento de ROE possibilita determinar as interagdes
entre os hidrogénios da CD com os do hdspede incluso em sua cavidade
fornecendo dados da estrutura do complexo de inclusdo formado (BUDAL,
2003).

4.6.3.1 Medidas de ROESY-2D

Nas medidas de ROESY-2D foi utilizado um tempo de mistura de 250
ms, e adquiridos 256 transientes para gerar a 2% dimensdo (F1). O sinal foi
adquirido com 2048 pontos em F2, Janela espectral de 4411,46 Hz, intervalo de
varreduras de 2s e numero de varreduras igual a 64. A temperatura do

experimento foi de 25°C.
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4.7 Avaliagao tedrica da formagdo dos complexos de inclusao

Célculos teodricos tem sido uma importante ferramenta utilizada na
predicdo de uma variedade de parametros moleculares. O conhecimento das
estruturas e respectivas energias envolvidas na formacdo dos complexos de
inclusdo entre moléculas convidadas e CDs (molécula hospedeira) fornecem
importantes informagfes a respeito da estabilidade decorrente da interacdo
convidado/hospedeiro.

Célculos utilizando Mecanica Molecular sdo relativamente simples, pois
permitem o estudo de sistemas contendo CDs em pouco tempo, além de
poderem ser realizados em computadores pessoais, 0 que resulta em célculos
computacionais baratos e praticos (JURSIC; ZDRAVKOVSKI; FRENCH,
1996; PINTO et al., 2004; RODRIGUES et al., 2011).

Dessa forma, célculos de mecanica molecular e dindmica molecular,
realizados pelo professor Carlos Jaime, da Universidade Autbnoma de
Barcelona, foram utilizados para otimizagdo das estruturas dos complexos de
inclusdo MT/CD e para a determinacdo de suas energias, de forma a avaliar
termodinamicamente sua viabilidade de formacéo e tipo de incorporagdo mais
provavel. Estudos para diferentes formas de incorporacdo nas estequiometrias
1:1 e 1:2 (MT/CD) incluindo modelos no vacuo e em simulacdo de solvente

foram comparados para se encontrar o complexo mais estavel.

4.7.1 Metodologia de calculo

Todos os calculos foram realizados com o programa Macromodel
existente dentro do pacote Maestro. Tanto os calculos de Mecanica Molecular
como as simulagdes de Dinamica Molecular foram realizados com os campos de
forcas MM3* e AMBER*.
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4.7.1.1 Calculos de mecanica molecular

Os célculos no vacuo foram realizados utilizando os parametros de
constante dielétrica e de cargas atbmicas fornecidos por cada campo de forcas.
As minimizacOes energéticas foram realizadas mediante o método de otimizagédo
de Polak-Ribiere Conjugated Gradient, com um critério de convergéncia de 0,05
kJ/mol. Os célculos em &gua como solvente foram conduzidos com o método
GB/SA (STILL et al., 1990) usando as mesmas condicdes de convergéncia

energética.

4.7.1.2 Simula¢@es de dindmica molecular

As estruturas iniciais foram obtidas nos calculos de mecéanica molecular.
Todas as simulagdes foram realizadas usando o algoritmo de Verlet (dindmica
molecular padrdo) (VERLET, 1967) a uma temperatura de 300 K, com "passo
de tempo" de 1,5 fs, tempo de equilibrio de 1ps, tempos de simulacdo de 1000 ps
e com o algoritmo SHAKE aplicado as ligaces de hidrogénio (RYCKAERT;
CICCOTTI; BERENDSEN, 1977).

As simulagdes no vacuo e em solvente foram realizadas utilizando as

mesmas condic¢des que os calculos de mecanica molecular.

4.8 Ensaios de liberacdo da MT in vitro

Ensaios de liberacdo da MT foram feitos em triplicata utilizando
compartimento de dialise com area de secdo transversal de 1,54 cm? Foi
utilizada membrana com poro de exclusdo molecular de 1000 Da (Sigma-
Aldrich) para separacdo entre a amostra e 0 meio aquoso contendo 10% de

etanol.
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Aliquotas de 12 mL de solugdo 8,33 x 10* mol L' de amostra
(complexo de inclusdo e MT livre) foram colocadas em compartimento doador
que foi imerso em compartimento aceptor contendo 188 mL de solucéo etandlica
10%. A liberacdo do hormdnio foi monitorada retirando-se aliquotas em tempos
especificos e realizando-se leitura em espectrofotdmetro em A=249 nm.

A liberagdo da MT foi observada através do gréafico de percentagem de

MT liberada em funcéo do tempo.

4.9 Ensaios in vivo

Ensaios in vivo foram realizados para avaliar o efeito dos complexos de
inclusdo na reversdo sexual das tilapias. Para avaliar o efeito dos diferentes
tratamentos sobre a taxa de reversdo sexual e sobrevivéncia foi feito uma analise
de variancia utilizando o pacote computacional R (R Development Core Team,

2012), considerando um nivel de significancia de 5%.

4.9.1 Animais e instalagfes experimentais

O experimento foi realizado no Biotério Central do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (UFLA), durante o
periodo de 06 de dezembro a 4 de fevereiro. Foram utilizadas 2640 larvas de
Tilapia do Nilo (Oreocrhomis niloticus) doados pela piscicultura New Fish,
sediada no municipio de Alterosa, Minas Gerais.

A instalagdo experimental, durante o periodo de reversdo sexual, foi
composta por 24 aquarios de vidro com capacidade volumétrica de 50 L sendo o
abastecimento de agua feita de forma individual, em um sistema aberto, para
evitar a interferéncia entre os tratamentos. Os aquarios receberam aeracéo

constante por pedra microporosa ligadas a um aerador de aquario. A temperatura
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do ambiente foi controlada através do uso de aquecedores, mantendo assim,
constante a temperatura da agua dos aquarios.

Para a manutencdo da qualidade da agua, os aquéarios foram sifonados
duas vezes ao dia, as 12 e 18 h, sendo retirada, em média, 50 % do volume total
de agua. A temperatura da agua, 27,29 * 0,80°C, foi verificada por meio de
termémetro duas vezes ao dia, as 8 e 17 h. Foram quantificados, semanalmente,
pela manhd, o pH e o teor de aménia através de kits comerciais colorimétricos.
O pH e o teor de amodnia da agua foram de 7,17 + 0,25 e 0,6 + 0,3 mg L%,
respectivamente, de acordo com o que se recomenda para a espécie.

Ap6s o periodo de tratamento hormonal, os animais foram transferidos
para uma instalagdo composta por 24 aquérios de 50 L e mantidos em sistema de
recirculagcdo de agua com controle de temperatura, onde permaneceram até a

realizagdo da sexagem.

4.9.2 Procedimento experimental

O processo de inversdo sexual teve inicio sete dias apds a eclosdo das
larvas com duracdo de 28 dias correspondente ao periodo critico de
diferenciacdo sexual e maior sensibilidade do horménio. Foram utilizadas 2640
larvas de Tilapia do Nilo (Oreocrhomis niloticus) distribuidas em um
delineamento inteiramente casualizado com oito tratamentos e trés repeticGes,
sendo a unidade experimental um aquério com volume de 50 L contendo 110
larvas. Inicialmente, antes das pos-larvas serem transferidas para os aquarios, foi
retirada uma amostra de 100 larvas para a determinacdo do peso e do
comprimento total médio, que foram, respectivamente, de 0,056 + 0,015 g e 1,05
+0,3cm.

Os grupos experimentais foram:

a) MT 60 mg kg* de racdo (controle positivo);
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b) MT 30 mg kg de racéo;
c) CD 60 mg kg de racéo ;
d) MT/CD 60 mg kg* de racdo Liofilizada;
e) MT/CD 30 mg kg* de racdo Liofilizada;
f) MT/CD 60 mg kg de racdo Malaxagem;
g) MT/CD 30 mg kg de ragdo Malaxagem;

h) Rag&o sem adicdo de hormonio (controle negativo).

A alimentacdo dos animais foi feita com uma racdo comercial farelada
com teor de proteina bruta de 55%. O arragoamento foi feito quatro vezes ao dia
as 8h, 11h, 14h e 17h, em um sistema de alimentag&o ad libitum.

As dosagens com as formulagdes dos diferentes tratamentos foram
diluidas em uma solugdo de alcool etilico 50% para posterior inclusdo na racao.
Estas solugdes foram misturadas, separadamente em 160 g de racdo para cada
tratamento, sendo a racdo homogeneizada para a incorporacdo adequada dos
complexos. As racGes permaneceram em temperatura ambiente por 24 horas
para secagem. Apds esse periodo, as racBes foram armazenadas em potes

plésticos escuros, ao abrigo de luz e sob refrigeracéo.

4.9.3 Determinacao da taxa de sobrevivéncia

Apobs 28 dias de tratamento, os alevinos foram mantidos em jejum por
24 horas para a transferéncia e determinacdo da taxa de sobrevivéncia em cada
tratamento. Para isso, os animais foram capturados, cuidadosamente, com
auxilio de um pucd, contados e transferidos para os aquarios em sistema de
recirculagdo de 4gua. Os animais permaneceram neste sistema por mais 30 dias,
até atingirem peso necessario para realizacdo da sexagem. A alimentacdo

permaneceu em um regime ad libitum com 4 arragoamentos as 8, 11, 14 e 17 h,



49

no entanto, alimentados com racéo sem adi¢do de horménio. O manejo seguiu-se

da mesma maneira realizada durante o periodo de reversdo sexual.

4.9.4 Determinacao da taxa de reversao sexual

Para verificar a efetividade da reversdo sexual amostras de sete animais
por unidade experimental (21 animais por tratamento) foram coletadas para
sexagem manual. Essa técnica baseia-se no exame macroscopico da papila
genital sendo que, os machos possuem apenas uma abertura, 0 poro urinario do
ureter, através da qual tanto o esperma quanto a urina passam. Engquanto nas
fémeas, é possivel visualizar duas aberturas, sendo que 0s ovos saem através de
um oviduto separado e somente a urina passa pelo poro urinario. Esta analise foi
feita por um técnico experiente em sexagem. Em seguida, foi feita a biometria
dos animais sendo mensurado o peso e o comprimento total. As gbnadas dos

animais foram, também, retiradas para analise histoldgica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacdo da absortividade molar da MT

Como a absorbancia é uma propriedade intrinseca de cada substancia,
podendo fornecer informacBes a seu respeito, visto que diferentes materiais
podem absorver radiacbes em comprimentos de onda distintos, foram obtidos os
espectros de absorcdo na regido do UV para a MT (Gréafico 1a). A partir do
espectro de absorcdo da MT na regido do UV pode-se observar que a molécula
apresenta absor¢do maxima em solugdo etanolica 10% em um A=249 nm.

Realizando as leituras de absorbancia das solu¢Ges em diferentes
concentragdes do horménio foi possivel a construgdo da curva analitica (Gréafico
1b) e a partir de sua inclinacéo foi obtido um £=12.590 L mol* cm™. Este valor
de absortividade molar relativamente alto mostra que a molécula de MT
apresenta intensa absorcdo de radiacdo na frequéncia utilizada. Esse valor foi
utilizado nos calculos de concentracdo para os demais experimentos de

espectroscopia na regido do UV deste trabalho.
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Gréfico 1 Espectros de absor¢do na regido do UV para a MT em diferentes
concentracdes (a) e curva analitica para a MT (b)
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5.2 Avaliagdo do comportamento 6tico da MT em solugdes com diferentes

constantes dielétricas

As caracteristicas de absorcdo, na regido do UV, das moléculas
organicas dependem das transi¢des eletrbnicas que podem ocorrer e os efeitos do
ambiente em que estdo os 4&tomos sob transi¢do. Dessa forma, amostras de MT
em diferentes proporcbes de agua:etanol (WOHLFARTH, 2008) foram
preparadas com o intuito de verificar a influéncia da polaridade do meio na
absorcdo da MT na regido do UV.

Os espectros obtidos (Gréfico 2a) mostram uma diminuicdo da
absorbancia (Ae=26.700 L mol** cm?) e o seu deslocamento para comprimentos
de onda maiores (AA=9 nm) com 0 aumento da polaridade do meio.

Possivelmente o deslocamento batocrémico e o efeito hipocrémico
observado nos espectros com o aumento da polaridade do meio sdo devido as
transicdes = —x* De acordo com a literatura, compostos que apresentam o
grupo carbonila em conjugacdo com um grupo etileno tem como caracteristica
uma banda intensa na regido compreendida de 215-250 nm, com ems entre
10.000 e 20.000 e sofrem deslocamento batocromico com o0 aumento da
polaridade do solvente. Sendo que em sistemas ciclicos, como no caso da MT,
normalmente ocorre a reducdo da intensidade dessa banda devido ao
impedimento estérico que impede a coplanaridade (SILVERSTEIN; BASSLER;
MORRIL, 1994).
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Grafico 2 Espectros de absorbancia da MT em meios com diferentes polaridades
(@) e curva de variagdo da absorbancia em fungdo da constante

dielétrica (b)
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A modificagdo das propriedades espectroscépicas de uma molécula
hdéspede dentro da cavidade das CDs é, muitas vezes, interpretada em termos das
interacOes dielétricas (LAMBERT et al.,, 2011). Dessa forma o efeito da
presenca de CD a MT pode ser comparado em funcéo dos efeitos de polaridade.
O Gréfico 3 apresenta os espectros de absor¢do da MT em solucbes de CD nas
propor¢des de 1:0, 1:50 e 1:100.

0,5 1

0,4 1

0,3

Absorbancia

0,2 1

0,1 1

0,0

— T T T T T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

Gréfico 3 Espectros de absorcdo na regido do UV da MT em solucédo etandlica
10% de CD nas propor¢es de 1:0, 1:50 e 1:100

Assim como ocorre com a adicao de etanol a agua, a adigdo de CDs em
solucdo de MT causa um deslocamento do Amsx para a regido do azul com o
consequente aumento de intensidade da absorbancia, evidenciando assim a
mudanca do ambiente de solvata¢do da MT para um ambiente mais hidrofébico.
Os valores de Jmsx encontrados nestes espectros (249, 248 e 247nm para as

solucBes de MT/CD nas proporgdes de 1:0, 1:50 e 1:100, respectivamente)
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mostram que em solucdo de MT/CD na propor¢do de 1:50 o ambiente de
solvatacdo da MT é semelhante aquele cuja constante dielétrica é de 66,0 e na
propor¢do de 1:100 a uma constante dielétrica de 59,6. Varios autores tém
tentado obter uma melhor estimativa experimental para as constantes dielétricas
efetivas dentro das CDs, no entanto a variacdo nos valores encontrados séo
grandes. Isso possivelmente se deve ao fato de poder haver moléculas de
solvente no interior da cavidade da CD juntamente ao héspede dificultando a
separacdo dos efeitos de solvatacdo convidado/solvente e convidado/CD
(LAMBERT et al., 2011).

5.3 Isoterma de solubilidade para o Complexo MT/CD

No Grafico 4 é possivel observar que houve um aumento na
concentracdo da MT em solucdo 10% de etanol na ordem de 6 vezes quando
associada a B-CD. No entanto, a andlise deste experimento evidencia uma
isoterma do tipo Bs, com uma regido de platd configurando a formacdo de
complexo com solubilidade limitada e posteriormente precipitagdo com o
aumento da concentracdo de CD.

Como ocorre a formagdo de complexo com solubilidade limitada, a
estequiometria pode ser estimada. Resolvendo a Equacdo 3 o valor encontrado
para a propor¢do MT/CD é de 1,1:1,9. Assim, este resultado é uma evidéncia de
que a formagdo do complexo entre a MT e a B-CD provavelmente ocorre na

proporcao de 1:2, respectivamente.
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Grafico 4 Isoterma de solubilidade para a MT em B-CD, T =26 + 1°C

De acordo com os modelos de solubilidade propostos por Higuchi e
Connors (1965), a porcdo linear que antecede a regido de platd neste tipo de
isoterma pode ser utilizada para a determinagcdo de uma constante de associagdo
aparente. No entanto a constante obtida dessa forma, mesmo que fosse um caso
ideal, pode ndo apresentar os valores reais porque em solucdo saturada nao se
pode ter certeza de que a substdncia investigada é monomérica e a
estequiometria é 1:1. Assim o valor da constante de estabilidade pode ser
significativamente modificado pelas diferentes associa¢des e grau de hidratacio
dos componentes em equilibrio. Sabendo disso e também tendo indicios de que
o complexo formado estda na razdo 1:2 torna-se mais confiavel a sua
determinacdo utilizando outros métodos (SZEJTLI, 1988).

De acordo com Szejtli (1988), a determinacdo de constantes de

associacdo a partir de dados de solubilidade para complexos de inclusdéo com
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razdo molar 1:2 ou superiores requer muito cuidado, e as medidas devem ser

tomadas em intervalos de concentracdo o mais amplo possivel.

5.4 Avaliacdo da formacao dos complexos de inclusdo por calorimetria

diferencial de varredura

Para a analise de DSC foram utilizadas amostras contendo f-CD, MT, a
mistura fisica e os complexos MT/CD preparados por malaxagem e liofilizacao
nas proporcdes de 1:1 e 1:2. Com a calorimetria diferencial de varredura
obtivemos os termogramas mostrados no Grafico 5, por meio dos quais é
possivel notar os picos endotérmicos que caracterizam cada substancia
isoladamente e também os complexos de incluséo.

Estudos realizados por Giordano, Novak e Moyano (2001), mostraram
que o termograma da B-CD apresenta um pico em temperaturas préximas a 120
°C referente a perda de moléculas de agua de inclusdo para o ambiente. O
termograma da B-CD esta representado no Grafico 5b em que é possivel
observar esse pico em torno de 110 °C.

O termograma para a MT (Gréafico 5a) é bastante caracteristico dessa
estrutura com um pico agudo em 166°C correspondente ao seu ponto de fuséo.
Nas formulacdes preparadas para formacdo dos complexos de inclusdo é
bastante claro o encapsulamento da MT preparada pelo processo de liofilizagdo
(Gréficos 5f, g). A inclusdo da MT na cavidade da CD expulsa as moléculas de
agua existentes em seu interior, dessa forma esse pico é suprimido do
termograma, pois no complexo de inclusdo a quantidade de dgua presente na
cavidade na CD se torna muito reduzida. Quando presente, o pico referente a
expulsdo da agua de inclusdo se encontra em temperaturas mais baixas, pois a
presenca de um composto mais hidrofébico no interior da cavidade da CD faz

com que as moléculas de &gua remanescentes fiquem mais fracamente
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associadas a cavidade. Para o pico referente ao ponto de fusdo da MT também
ocorre uma reducdo de sua intensidade, sua complexagdo com a CD
possivelmente altera seu ponto de fusdo para temperaturas superiores as

mostradas neste termograma.

Endotérmico
le]

—
\‘i———kk_,_f
(—\‘\ a
1 T 1 1 1 1 1 1 1
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Temperatura °C

Grafico 5 Termogramas de DSC das amostras de MT (a), B-CD (b), mistura
fisica MT+CD (c), complexos de inclusdo preparados por
malaxagem na razdo molar 1:1 (d) e 1:2 (e) e por liofilizagcdo nas
razdes de 1:1 (f) e 1:2 (9)
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A presenca do pico em 166 °C (Gréafico 5f) de intensidade relativa
reduzida é explicada pelo fato de que a formacgdo do complexo entre a MT e a B-
CD, ao que tudo indica, ocorre na razdo molar de 1:2, como evidenciado em
experimentos de solubilidade. Como a formulacdo foi preparada a partir de
guantidades equimolares de hospede e hospedeiros ha, portanto, uma parte de
MT ndo complexada no sélido obtido. Assim na preparagdo do complexo por
liofilizacdo em razdo molar 1:2 (Grafico 5g) este pico é completamente
suprimido.

Ao comparar os termogramas dos produtos obtidos por malaxagem
(Gréficos 5d, e) e mistura fisica (Grafico 5¢) também é evidente a supressdo
parcial no pico endotérmico referente & perda de moléculas de solvatacdo da
cavidade da CD e a redugdo de intensidade do pico de fusdo da MT para o
composto preparado por malaxagem. No entanto, estas supressdes nao sdo tdo
expressivas quanto as do complexo de inclusdo preparado por liofilizacdo. Neste
caso, ocorre também a formacdo de complexos de inclusdo, porém em menor
proporcdo. A quantidade restrita de solvente, dificultando a difusédo da MT para
a cavidade da B-CD, e 0 menor tempo gasto neste tipo de preparo pode ter

influenciado para que menos associac¢@es entre as duas estruturas ocorressem.

5.5 Avaliacdo da formacao dos complexos de inclusdo por microscopia

eletrénica de varredura

As micrografias da B-CD (Figura 6) mostram seus cristais tipicos, na
forma de paralelogramos monoclinicos, com dimensdes de algumas dezenas de
micra, superficie e contornos definidos. Enquanto que a Figura 7 apresenta as

micrografias da MT com seus cristais longilineos.
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Figura 6 Micrografia eletronica de varredura da B-CD com aumento de 500 (a),
1000 (b), 1500 (c) e 2000 (d) X

Figura 7 Micrografia eletronica de varredura da MT com aumento de 500 (a),
1000 (b), 1500 (c) e 2000 (d) X
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Assim, na analise das micrografias relativas aos complexos de inclusdo
(Figuras 8 e 9), ficam claras as mudangas morfolégicas do material frente aos
seus precursores. A morfologia apresentada pelo complexo MT/CD produzido
por meio da malaxagem apresenta uma intensa reducdo da cristalinidade do
material com a formacdo de agregados amorfos, caracteristico da modificacdo
quimica superficial, de dimensGes menores aquelas encontradas nos cristais das

substancias puras, como podem ser vistos na Figura 8.

Figura 8 Micrografia eletronica de varredura da MT/CD obtida por malaxagem,
com aumento de 500 (a), 1000 (b), 1500 (c) e 2000 (d) X

Para o complexo de inclusdo obtido através de liofilizagdo (Figura 9)
observa-se uma mudanca drastica no formato e aspecto das particulas na
amostra. A redugdo da cristalinidade para particulas menores, mais laminares e
formatos pontiagudos é indicativa da presenca de uma nova fase solida. A
grande diferenca observada entre os complexos obtidos por malaxagem e
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liofilizacdo pode ser atribuida a menor extensdo de complexacdo, no caso da
malaxagem, e principalmente, aos métodos de secagem utilizados. A secagem de
forma mais lenta produz particulas mais regulares com certo padrdo de
organizacdo, enquanto a secagem realizada em velocidades maiores produz

particulas mais porosas e irregulares (SALUSTIO et al., 2009).

Figura 9 Micrografia eletronica de varredura da MT/CD obtida por liofilizacdo,
com aumento de 500 (a), 1000 (b), 1500 (c) e 2000 (d) X

5.6 '"H RMN para avaliacdo da interaciio entre MT e p-CD

Para investigar a interacdo da MT com a B-CD e obter evidéncias
concretas da complexacéo foram realizados experimentos de *H RMN. A técnica
de RMN é sem duavidas, a mais eficiente nos estudos de complexacdo com CDs.
Os espectros de *H RMN da CD livre e da mistura de CD e MT (Gréfico 6) sdo

mostrados a seguir com o0s deslocamentos quimicos (0) calculados com
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referéncia ao pico do solvente (D,O) em 4,7 ppm. A variacdo do deslocamento
quimico (Ad) dos hidrogénios da 3-CD é mostrada na Tabela 3.

a) H6
H3
H1 H
H4
2
H5
,JL L -
b)
H6
HI H3
H2
H5
H4
k HDO
| 1
51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34

Chemical Shift (ppm)

Graéfico 6 Espectros *H RMN 400 MHz em D,O e T = 25 °C do complexo de
inclusdo MT/CD (a) e da B-CD (b)
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Tabela 3 Dados de *H RMN mostrando o efeito da MT nos deslocamentos (Ad)
quimicos dos hidrogénios da B-CD em D,O a 25 °C

Posicdo do o0 da B-CD livre 0 da B-CD com

hidrogénio (ppm) MT (ppm) A9 (ppm)
H1 5,02 5,02 0,00
H2 3,60 3,61 0,01
H3 3,91 3,82 -0,09
H4 3,55 3,57 0,02
H5 3,80 3,68 -0,12
H6 3,82 3,80 -0,02

De acordo com Greatbanks e Pickford (1987) dados sobre a estabilidade
do complexo de inclusdo e a orientacdo da molécula hdspede pode ser inferida
pela andlise da variacdo do deslocamento quimico. Assim, se tomarmos por
andlise a variacdo do deslocamento quimico dos hidrogénios H3 e H5 pode-se
concluir que ha a formacdo do complexo de inclusdo entre a MT e a B-CD,
sendo que a molécula de MT deve estar totalmente inclusa na cavidade da CD.
Segundo os autores acima mencionados, quando Aé H3 >Aé H5 ocorre a
inclusdo parcial do convidado dentro da cavidade e quando Ad H5 > AJH3
ocorre a inclusdo total.

Os dados apresentados na Tabela 3 mostram que os hidrogénios da
cavidade da CD foram bastante influenciados pela complexacéo, enquanto que a
variagdo de deslocamento quimico dos hidrogénios externos é pouco expressiva.
Assim sugere-se que quando em solucdo a maior parte da MT solUvel encontra-
se complexada com a CD ou interage muito fracamente com a parte externa da
CD, fato que tem fundamentac&o j& que o exterior das CDs s&o mais hidrofilicos
(DODZUIK, 2006; FIGUEIRAS et al., 2007).



65
5.7 Determinacéo do coeficiente de difusdo por DOSY

Para obter informacg6es a respeito da constante de associagdo entre a MT
e a B-CD na formacdo dos complexos de inclusdo e suas fracbes molares, foram
realizadas medidas dos coeficientes de difusdo em gradiente de campo
magnético, usando a técnica de DOSY..

A partir dos mapas de contorno de difusdo obtidos para a f-CD, a MT e
0 complexo MT/CD (Gréficos 7, 8 e 9, respectivamente) foi possivel determinar

os coeficientes de difusdo das moléculas em solucdo (Tabela 4).

T
-85  F1[log(m2s)]

-85

— 7 — — 7 T——— 71—
10 8 & 4 2 0 F2 [ppm)

Gréafico 7 Mapa de contorno de difusdo (DOSY, 'H, 400 MHz, 25 °C) da B-CD
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Gréfico 8 Mapa de contorno de difusdo (DOSY, *H, 400 MHz, 25 °C) da MT
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Grafico 9 Mapa de contorno de difusdo (DOSY, H, 400 MHz, 25 °C) do
complexo de inclusdo MT/CD
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Os valores de coeficiente de difusdo obtidos indicam a ocorréncia de
interacdo entre o hormonio e a CD formando o complexo de inclusdo. Devido a
menor massa, raio hidrodindmico e tamanho, a MT apresenta um maior
coeficiente de difusdo do que a CD. Quando juntos em solucdo a medida do
coeficiente de difusdo corresponde a média dos compostos em equilibrio de
complexagdo, assim é caracteristico que ocorra a diminui¢do nos valores deste
coeficiente com o aumento do raio hidrodinamico das moléculas provocando a
reducdo de mobilidade no meio, como observado nos mapas de contorno
(WIMMER et al., 2002; DE JESUS et al., 2010).

Tabela 4 Coeficientes de difusdao de MT livre e complexado com -CD obtidos

por DOSY
Coeficiente de difusdo (101° m? s)
Composto _ _
Livre Ligado
MT 3,71 2,63
B-CD 2,34 2,29

Com estes dados em mao foi possivel determinar a constante de
associacdo (Ka) e a fracdo de MT ligada a CD (Equacdo 2). Foi obtido o valor
de Ka = 2.846 L mol?, que demonstra uma associagdo entre a MT e a CD
bastante favoravel, ficando a MT fortemente associada a cavidade da CD. Se
comparado com valores da literatura, este valor para a constante de associagdo
se assemelha aquele encontrado por Cameron e Fielding (2002) para o complexo
de inclusdo formado entre B-CD e 0 amino esteroide brometo de rocurdnio (Ka =
2.600 L mol™). O valor para a fragdo complexada de 76% também foi bastante
expressivo, mostrando a grande afinidade da MT com a cavidade da B-CD.

Como mostrado anteriormente nas curvas calorimétricas (Gréfico 5), no
complexo em estado sélido o pico de fusdo da MT é completamente suprimido

fornecendo indicios de que praticamente todo o horménio se encontra na forma
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encapsulada. Em estado liquido a formagdo desse tipo de complexo é regida por
um equilibrio dindmico, onde a molécula hdspede estd constantemente se
associando e desassociando da cavidade da CD. Como as medidas de DOSY sdo
um somatoério dos coeficientes de difusdo das moléculas, tanto livre quanto
complexadas, este valor de 76% de complexacdo é bastante interessante do
ponto de vista biol6gico, pois apesar da alta constante de associacdo ha

moléculas livres de MT biodisponiveis.

5.8 Experimentos bidimensionais ROESY 2D

Como ja verificado nos experimentos de *H RMN anteriores, os prétons
da cavidade da CD sofrem mudangas no deslocamento quimico devido a
complexacdo com a MT (Figura 10) e a molécula convidada deve estar
totalmente inclusa na cavidade da CD. Resta agora definirmos a geometria do

complexo formado definindo qual a melhor conformacéo por ele adotada.

18 HO
CH3

Figura 10 Estrutura quimica da 17a-metiltestosterona (MT) mostrando as
posi¢cbes dos carbonos

Os experimentos de ROESY correlacionam hidrogénios préximos uns
dos outros através do espaco, tipicamente a 4,5 angstroms ou menos
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1994). Dessa forma, foi utilizado como

experimento conclusivo da formagdo dos complexos de inclusdo entre a MT e a
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B-CD, para estabelecer sua estrutura e como ocorre esta interacdo. O espectro de

ROESY 2D é mostrado no Grafico 10 e suas expansfes nos Graficos 11 e 12.
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Grafico 10 Espectro de ROESY 2D do complexo MT/CD
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Gréfico 12 Expansdo do espectro de ROESY 2D do complexo MT/CD
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Os dados do espectro de ROESY (Gréfico 12) mostram que 0s grupos
metilicos da MT estdao proximos dos protons H3 e H5 da B-CD. De acordo com
a intensidade dos sinais mostrados no espectro, estes grupos apresentam
interacdo com ambos os prétons mencionados, no entanto os grupos 18-Me e 17-
Me estdo mais proximos do H3 e o grupo 19-Me mais proximo do H5.

Os prétons dos carbonos ciclicos da MT que também apresentam
interagdo com o H3 da CD sdo o ligadoao C4,02, 11 e 150,¢ 06,8, 11 e 12.
Como mostrado na expansao do espectro de ROESY (Grafico 11), o H ligado ao
C4 apresenta além de uma intera¢do mais timida com o H3, uma interacdo um
pouco mais fraca com o H6 e forte com o H5. A partir das observagdes acima é
plausivel que sejam necessarias duas moléculas de f-CD para se complexar com
uma molécula de MT que deve de complexar pela cabeca da CD, de forma a
explicar o fato de todos os grupos metilicos apresentarem forte interacdo com os
prétons internos da CD. A conformacgdo do complexo que melhor se adapta aos
resultados obtidos é mostrada esquematicamente na Figura 11, com a MT

inclusa na cavidade de duas CDs.

Figura 11 Provavel geometria do complexo de inclusdo formado entre a MT e a
B-CD
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5.9 Estudo teorico da complexac¢io da MT com a B-CD

A 17a-metiltestosterona (MT) foi construida diretamente a partir de
modelos existentes no pacote de programas Maestro (MAESTRO, 2012).
Iniciou-se usando uma estrutura do ciclopentanoperhidro-fenantreno, onde
foram acrescentados 0s grupos relevantes para finalmente chegar a estrutura da
MT (Figura 12). A B-CD ndo foi construida desde o inicio, mas foi retirada de
trabalho anterior do grupo do professor Carlos Jaime, da Universidade
Auténoma de Barcelona (JAIME et al., 1990).

B-CD

Figura 12 Estruturas da MTe da B-CD utilizadas nos célculos, obtidas mediante
0 campo de forcas MM3*

Deste modo, dada a falta de simetria da MT, pOde-se considerar
complexos bimodais entre a MT e a $-CD. Portanto, dois possiveis complexos
de estequiometria 1:1, identificados como 1 e 2, foram construidos, em que a
MT ¢ inclusa na cavidade da f-CD de forma diferenciada. No complexo 1, o
anel A (que contém a carbonila) da MT encontra-se na cavidade mais voltado
para a calda, proximo dos H5 e CH,OH da $-CD. No complexo denominado 2, 0
anel A se encontra na regido que compreende a cabeca, proximo do H3 da B-CD.

A Tabela 5 mostra os valores de energia estérica obtidos nas
minimizagOes energéticas de todos os compostos estudados (moléculas isoladas
e complexadas) usando os campos de forcas MM3* (ALLINGER; YUH; LI,
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1989) e AMBER* (PEARLMAN et al., 1995), tanto no vacuo como com
modelo de solvatagcdo implicito para simular seu comportamento em &agua.
Todos os calculos foram realizados com o programa Macromodel
(MACROMODEL, 2012) existente dentro do pacote Maestro (MAESTRO,
2012).

Tabela 5 Valores de energia estérica obtidos nas otimizacGes usando diferentes
campos de forcas

MM3* AMBER* MM3*+H20 AMBER*+H20

Produto
(kI mol?) (k] mol?) (kJ mol™) (kJ mol™)
MT 229,65 46,22 216,02 26,11
p-CD 2001,95 331,37 1881,01 245,64
B-CD + MT 2231,60 377,59 2097,03 271,75
MT/CD-1 2178,39 326,11 2044,86 211,02
AE(complexo 1) -53,21 -51,48 52,17 -60,73
MT/CD-2 2168,27 315,70 2036,67 209,66
AE(complexo 2) -63,33 -61,89 -60,36 -62,09

Como pode ser observado, apesar dos valores absolutos obtidos com
MM3* ou AMBER™* serem substancialmente distintos (ha uma ordem de
magnitude de diferenca), os valores da complexacdo séo similares em todos os
casos. Assim, em todos os campos de forca estudados, o complexo denominado
2, com o anel A da MT na cabeca da B-CD, é mais estavel que o complexo 1 por
uma diferenca de 1,3-10,4 kJ mol*. O campo de forcas MM3* da uma variacéo
energética menor ao considerar a solvatacdo (de 10,1 a 8,2 kJ mol™?), enquanto
que o AMBER* mostra maior variacédo (de 10,4 a 1,3 kJ mol™).

Na Figura 13 sdo mostradas as estruturas obtidas mediante o campo de
forcas MM3*. Ndo sdo mostradas as do AMBER* por ndo haver diferencas

significativamente grandes entre as geometrias obtidas por nenhum dos métodos.
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Complexo 1 Complexo 2

Figura 13 Estruturas obtidas utilizando o campo de forcas MM3*

As estruturas obtidas por mecanica molecular ndo permitem justificar os
NOEs observados, quando comparados aos resultados de ROESY 2D obtidos
para o complexo. Nos espectros de NOE, tanto os grupos metilicos do anel D
(numerados como 17 e 18) quanto o grupo metilico do anel A (numerado como
19) do esqueleto esteroidal apresentam efeito NOE com os prétons H3 e H5 da
B-CD. O H3 esta na cabeca, enquanto que o H5 esta na calda da cavidade da B-
CD, tornando impossivel que o anel esteja situado em ambas as regibes ao
mesmo tempo, a ndo ser que exista um movimento, ascendente e descendente,
muito rapido da estrutura da MT no interior da B-CD. Caso exista, este
movimento podera ser observado mediante simula¢Ges de dindmica molecular.

Assim, procedeu-se com a realizacdo de simulacBes de dindmica
molecular no mesmo programa Macromodel, mesmo campo de forca e no
vacuo. As simulagbes foram iniciadas com as estruturas dos complexos
previamente obtidos nos calculos de mecanica molecular e foram simulados o
comportamento durante 1000 ps em cada um dos complexos.

O complexo 1 mantém o anel A da MT no interior da cavidade da B-CD
durante toda a simulacdo, mas deixando o anel D (que contém a hidroxila) no
exterior de sua cavidade, portanto a sua estrutura média ndo pode explicar os

NOEs experimentalmente obtidos. A energia média obtida para este complexo é
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de 2936,76 kJ mol. A Figura 14 mostra a estrutura obtida apds os 1000 ps de

simulacéo.

Figura 14 Estrutura final da dindmica molecular de 1000 ps para o complexo 1

Em contrapartida, o complexo 2 vai evoluindo ao longo da simulagéo
para acabar com a MT praticamente fora da cavidade da -CD, mantendo o anel
D incluso (Figura 15). Este complexo se mostra menos estavel que o 1 porque
sua energia média ao longo da simulagdo é de 2988,85 kJ mol, mas no final
variacdo é de apenas 8 kJ mol?, valor este dentro da margem de flutuagdo das
energias ao longo da dindmica molecular, por isso pode-se dizer que as
estabilidades sdo praticamente as mesmas em ambos 0s complexos. Este

complexo por si s6 também ndo pode explicar os NOEs obtidos.



76

Figura 15 Estrutura final da dindmica molecular de 1000 ps para o complexo 2

Se considerarmos um equilibrio 50:50 entre os complexos 1 e 2,
poderiamos considerar que os efeitos NOE seriam bastante justificados
gualitativamente. Assim, no complexo 1, os grupos metilicos 17 e 18 do anel D
da MT, apresentariam NOE com os protons H3 da B-CD, enquanto que no
complexo 2 seria o grupamento 19, do anel A, que apresentaria. No entanto,
nenhum dos grupos metilicos poderia apresentar efeito NOE com os H3 da -
CD nestas geometrias.

Perante esta falta de concordancia com os resultados experimentais,
passou-se a considerar a complexacdo da MT com a B-CD na razdo molar de
1:2. O complexo foi construido a partir das estruturas otimizadas separadamente.
A principio foram realizados calculos de MM no vacuo, e posteriormente foi
feita uma simulacdo de 1000 ps com ambos os campos de forca no vacuo e
também usando um modelo de solvatacdo continua para simular seu

comportamento em agua como solvente.
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O resultado obtido por MM3* foi de um complexo estavel, mantendo a
MT no interior da cavidade formada pelas duas B-CDs (Figura 16). Esta
geometria estatica ndo permitiu justificar os valores de NOE experimentais, pois
sempre deixavam os grupos metilicos dos anéis A e D proximos do H5 da B-CD,
de modo que foi realizada a simulagcdo do comportamento do complexo

mediante dindmica molecular.

MM3* AMBER*
Figura 16 Complexo MT/CD na razdo molar de 1:2 obtido por mecanica
molecular

Os resultados das dindmicas moleculares indicaram um complexo
estdvel que apresenta um ligeiro movimento da MT no interior da B-CD,
movimento este que justifica que os extremos da MT estejam préximos dos H3
da B-CD. A Figura 17 mostra a estrutura final obtida com cada um dos campos
de forga, MM3* e AMBER*.
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MM3* AMBER*

Figura 17 Simulacdo de dindmica molecular de 1000 ps para o complexo
MT/CD (1:2)

Os resultados obtidos usando o modelo de solvatagdo continua (Figura
18), para simular o comportamento em &gua, foram distintos, dependendo do
campo de forca usado. Assim, com o campo de forgcas MM3* o complexo parece
querer deformar-se, visto que ao final dos 1000 ps as duas B-CDs adotam uma
geometria relativa em forma de T e a MT est4, em sua maior parte, exposta ao
solvente. Em contrapartida, nas simulagdes com AMBER?*, ao final dos 1000 ps
a estrutura do complexo parece manter-se melhor, embora também se observe

uma separacao das duas B-CDs que permitem a MT estar acessivel ao solvente.
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MM3* AMBER*

Figura 18 SimulacGes de dindmica molecular (1000 ps) com modelo de
solvatacdo continuo para simular a presenca de dgua nos complexos
de inclusdo MT/CD (1:2)

Os dados em que a MT fica totalmente inclusa no interior da cavidade
da B-CD corroboram com os dados experimentais relativos & magnitude da
variagdo de deslocamento quimico para os prétons H3 e H5 e com os dados
obtidos nos experimentos de ROESY 2D, sendo que o complexo formado deve
apresentar geometria similar a obtida por dinamica molecular no vacuo (Figura
17). Assim, parece necessario repetir os calculos preliminares com um método
de calculo mais completo, em presenca de moléculas de &gua reais (modelo
TIP3P ou TIP4P e campo de forcas AMBER original) para uma melhor
avaliacdo tedrica deste tipo de complexacao.
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5.10 Ensaios de liberacdo da MT

Testes de liberacdo da MT foram conduzidos em sistemas de dialise.
Neste ensaio, a MT possui capacidade de atravessar 0os poros da membrana,
porém as moléculas de CD ndo a atravessam e, desta forma, é possivel observar

o efeito da complexacdo na velocidade de liberagdo da molécula de MT (Gréfico

13).

90

% de liberagdo
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Gréafico 13 Percentagem de liberacdo de MT livre (a) e dos complexos de
inclusdo MT/CD preparados na propor¢do 1:1 por malaxagem (b),
liofilizag&o (c) e 1:2 por malaxagem (d) e liofilizag&o (e), T = 26
1°C

Pela analise das curvas observa-se que a difusdo da MT nesse arranjo
experimental de dialise ocorre de maneira muito lenta. As curvas apresentadas
no Grafico 13 ddo indicios de estabilizacdo apds 8 dias de dialise (192 horas).
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De acordo com as curvas obtidas, nesse periodo de 8 dias, cerca de 75% da MT
livre é liberada (Grafico 13a), enquanto que aproximadamente 71% da MT ¢é
liberada no sistemas preparado na razdo molar 1:1 a partir da malaxagem
(Gréfico 13b), e 65% para o complexo preparado por liofilizacdo (Gréafico 13c).
Para os complexos MT/CD preparados na razdo molar de 1:2 a liberacdo é mais
lenta, sendo que cerca de 50% ocorreu para o complexo liofilizado (Grafico
13e), seguido da malaxagem (Grafico 13d) com percentual de 56%.

Dessa forma a associacdo da MT na cavidade da B-CD altera 0s
parametros de difusdo da molécula hdspede podendo prolongar seu tempo de

atuacdo.

5.11 Taxas de sobrevivéncia e reversao sexual em tilapias

Os estudos preliminares com as formulagdes dos complexos e grupos
controle sdo de grande importancia na avaliacéo da eficacia dos tratamentos com
reversdo hormonal e padronizagdo dos métodos de reversao.

Os dados de reversdo sexual (Tabela 6) apresentam uma variagédo
percentual de 62,0 a 95,2%, no entanto, ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos avaliados (P = 0,191). E importante ressaltar que, do ponto de
vista bioldgico, taxas de reversdo sexual diferentes para diferentes tratamentos,
mesmo que sem diferenca estatistica significativa, ird influenciar diretamente na
obtencdo de populacBes monosexo. Sendo assim, deve-se convencionar que,
tratamentos que fornecam maior porcentagem de machos terdo melhor eficacia.

Quando comparados ao resultado obtido pelo controle negativo (ragédo
pura) a maior eficiéncia foi obtida com os tratamentos que fizeram uso da MT na
dosagem de 60 mg kg* de racéo, preparado por liofilizacdo (95,2 + 8,2), e na
dosagem de 30 mg kg* preparado por malaxagem (90,5 + 8,2). Esses resultados

estdo de acordo com o que € indicado na literatura. O uso de MT, geralmente,
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influencia a proporcéo do sexo em favor dos machos obtendo taxas de reverséo
sexual entre 90 a 99%, portanto, valores situados nessa faixa sdo considerados
otimos (POPMA; LOVSHIN, 1995). Corroborando com essa informacao, os
resultados obtidos indicam que ambos os tratamentos podem ser utilizados para

a masculinizacao de tilapia.

Tabela 6 Taxas de sobrevivéncia e reversao hormonal de tilapias submetidas a
diferentes tratamentos

Tratamento Sobrevivéncia (%) Individuos machos (%6)

MT 60 38,8+31,8 80,9+21,8
MT 30 32,2+20,6 62,0+ 16,5
CD 60 14,5+ 16,0 61,9+21,8
MT/CD 60 liofilizado 10,0+ 134 95,2 +8,2
MT/CD 30 liofilizado 44,2 + 37,3 76,2+21,8
MT/CD 60 malaxagem 56,3+ 35,4 76,2 +8,2
MT/CD 30 malaxagem 67,9+17,9 90,5 +8,2
Ragéo pura 21,2 +24.2 71,4 +14,3

P 0,886 0,191

CV (%) 73,05 21,14

* N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos, considerando p < 0,05

O resultado obtido para o controle negativo (MT 60 mg kg*) foi
inesperado uma vez que, preconiza-se para esse tipo de tratamentos uma
porcentagem elevada de individuos machos. Por exemplo, Celik, Guner e Celik
(2011) obtiveram uma taxa de reversdo sexual em tilapia na ordem de 93,7%. De
forma semelhante, EI-Greisy e El-Gamal (2012) obtiveram uma proporcao de
machos de 95%. Vaérios sdo os fatores que podem ser atribuidos a essas
diferencas observadas, especialmente relacionadas as condigdes experimentais

em que os animais foram expostos, como temperatura, fotoperiodo, qualidade da



83

agua, densidade de estocagem, regime de alimentagdo, entre outros. Além disso,
o tipo de técnica utilizada para avaliar a eficacia da reversdo sexual pode afetar o
resultado obtido (POPMA; LOVSHIN, 1995).

Dentre os varios fatores que afetam a biodisponibilidade oral de um
principio ativo, a solubilidade, a taxa de dissolugdo e a permeabilidade s&o os
maiores responsaveis por controlar a absorcao intestinal (AMIDON et al, 1995).
Assim, os melhores resultados obtidos em formulagBes contendo CDs podem
estar relacionados ao aumento na solubilidade da MT. O aumento da
concentracdo de MT sollvel nos fluidos intestinais das tilapias pode ter
contribuido com sua passagem pela parede intestinal, e assim entrar na corrente
sanguinea. O complexo também deve estar sendo liberado de forma modificada,
como mostrado nos ensaios in vitro, assim é esperada a manutencdo de uma dose
continua de MT a tilapia.

Os tratamentos que fizeram uso de uma dosagem reduzida da MT (30
mg kg™), exceto para o complexo preparado por malaxagem, apresentaram baixa
taxa de reversdo sexual. Outros autores também encontraram baixa propor¢édo de
machos utilizando o hormdnio em doses inferiores. Celik, Guner e Celik (2011)
obtiveram 69,4 % de reversdo sexual utilizando a MT na dose de 30 mg kg™.
Sabe-se que o efeito do andrégeno na masculinizacdo depende, dentre outros
fatores, da quantidade de horménio ingerida pelo animal. Em parte, esse
resultado pode ser atribuido ao fato de que, em doses baixas, 0 horménio ndo é
capaz de suprimir a ovogénese (EL-GREISY; EL-GAMAL, 2012).

A sexagem manual pode ter contribuido para as baixas taxas de reversao
sexual observadas em alguns tratamentos. Esse tipo de técnica, baseada na
aparéncia visual da papila, apresenta maior chance de ocorréncia de erros,
guando comparada a sexagem histol6gica, mesmo quando realizada por técnicos
experientes (PHELPS; POPMA, 2000). Além disso, a eficiéncia da sexagem esta

diretamente relacionada com o aumento do tamanho e peso dos animais
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(MAKINO et al., 2009). Segundo esses autores, para aumentar a chance de
acerto, 0s peixes tém que ser maiores que 5,0 cm. Nesse estudo, 0 comprimento
meédio e peso médio total dos animais foram de 7,41 £ 0,75 cme 6,33 = 1,84 g,
respectivamente, estando de acordo com o que é recomendado. A medida que os
peixes crescem, maior serd a diferenciacdo do aparelho genital externo e,
consequentemente, maior a efetividade da sexagem manual.

A taxa de sobrevivéncia (Tabela 6) apresentou variacdo da ordem de
10,0 a 67,9%, no entanto, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(P = 0,886). A baixa taxa de sobrevivéncia observada, provavelmente, ndo esta
relacionada com o efeito do horménio uma vez que, observou-se alta taxa de
mortalidade também para o controle negativo (racdo pura). Alguns estudos ja
reportaram que a 17a-metiltestosterona ndo tem efeito sobre a sobrevivéncia de
tilapias. Supde-se que a sobrevivéncia durante a fase de tratamento com o
hormonio seja em torno de 80% (GREEN; TEICHERT-CODDINGTON, 2000;
CHAKRABORTY et al., 2011). Dessa forma, seria necessaria uma investigacdo
mais profunda do motivo pelo qual encontrou-se uma baixa sobrevivéncia nesse
trabalho.

O alto indice de mortandade encontrado no tratamento com
incorporagdo de CD livre a ragdo é um fato curioso, pois estudos com elevadas
doses de CDs em ratos e cachorros indicaram efeito ndo toxico para esses
animais (BELLINGER et al., 1995), assim estudos de toxicidade em tilapias
serdo importantes para avaliar este tipo de efeito.

As taxas de sobrevivéncia encontradas para os tratamentos com 0s
complexos preparados por liofilizagdo na concentracdo de 30 mg kg e os
preparados por malaxagem apresentaram resultados semelhantes ao encontrado
por Zanardi et al. (2011).

Para a recomendacdo de um produto a ser aplicado na producdo de

tilapias monosexo, este deve apresentar elevadas taxas de reversdo sexual e
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também de sobrevivéncia dos animais tratados. Apesar da dosagem de 60 mg kg
! do produto obtido por liofilizacdo ter apresentado uma excelente taxa de
reversdo, esse resultado pode ser colocado em cheque visto que o indice de
mortandade foi muito elevado. Avaliando, portanto, tanto a taxa de reversdo
guanto a de sobrevivéncia o melhor resultado pode ser atribuido a dosagem de
30 mg kg™ de ragédo preparada por malaxagem.

Dessa forma, este estudo preliminar parece indicar a complexacgdo do
horménio na CD um método vidvel a ser empregado comercialmente. No
entanto, os altos valores no coeficiente de variacdo e a elevada taxa de
mortandade, em determinados tratamentos, carecem de mais estudos e sugerem a
necessidade, de possivelmente, refazer os experimentos com condigdes
recomendadas bem padronizadas. A técnica de sexagem por microscopia
também deve ser empregada a fim de reduzir possiveis erros inerentes a

sexagem manual.
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6 CONCLUSAO

Evidéncias da complexacdo entre a MT e a CD foram observadas pelo
deslocamento do comprimento de onda maximo para a regido do azul e o
aumento de intensidade da absorbancia decorrente a elevacdo da concentragdo
de CD.

A complexagdo promove uma melhoria na solubilidade do hormdnio na
ordem de 6 vezes. Sendo que a isoterma do tipo Bs caracteriza, neste caso, uma
estequiometria de 1:2 para o complexo MT/CD.

A supressdo dos picos endotérmicos observados na calorimetria
diferencial de varredura confirma a formacgdo dos complexos em estado sélido,
sendo a formacdo de novas fases sélidas, para os complexos, mostradas por
microscopia eletronica de varredura.

Os dados de *H RMN constatam a formacgdo do complexo em meio
aquoso indicando a inclusdo total da MT na cavidade da CD cujo experimento
de ROESY 2D possibilitou a proposta da provavel geometria do complexo de
inclusdo.

A constante de associa¢do do complexo, obtida por medidas de difuséo,
é de 2846 L mol™ e o valor da fragdo complexada é de 76%.

Simulagbes de dindmica molecular realizados no vacuo mostraram
estabilidade para a formagéo dos complexos na razdo molar de 1:2, justificando
0s NOEs obtidos experimentalmente. As simulagdes em solvente ndo condizem
com os NOEs experimentais sugerindo a avaliagdo teérica com um método de
calculo mais completo.

A liberacdo da MT nos complexos de inclusdo ocorre mais lentamente
comparado a MT livre, podendo assim, influenciar a velocidade com que atinge

0 seu alvo e melhorando a biodisponibilidade.
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Quanto a reversao sexual, o melhor resultado foi obtido pela formulacéo
do complexo preparado por malaxagem na dosagem de 30 mg kg de ragéo.

Enfim, os complexos formados entre a MT e a B-CD apresentam
potencial para serem empregados na reversdo sexual de alevinos na aquicultura
contribuindo para o desenvolvimento sustentavel, pois permite a melhoria na
acdo do horménio e evita a aplicacdo de quantidades excedentes na racgdo
animal. Assim reduz-se os custos de tratamento da agua de manejo,
consequentemente o risco ambiental e aumenta a producdo de um pescado de
qualidade e com menores riscos de contaminacdo por residuos de hormdnios

esteroides.
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