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RESUMO

A 17a-metiltestosterona (MT) ¢ um androgeno sintético amplamente empregado na reversao
sexual de tilapias. Devido as suas propriedades fisico-quimicas, a ciclodextrina (CD) utilizada
na formagdo de compostos de inclusdo com a MT representa uma nova possibilidade de
método para inversdo sexual. As hidroxilas, externas a cavidade, permitem sua modificagdo e
estabilizacdo em uma série de suportes, como a silica por exemplo. Neste trabalho os
complexos de inclusdo entre a MT e a y-ciclodetrina (gCD) foram preparados por liofilizacao
e malaxagem, foi realizada a funcionalizacdo da silica com as CDs a, B ¢ vy, feito ensaios de
adsor¢ao da MT com o composito obtido com a B-ciclodextrina (bCD) e também abordado os
sistemas de complexagdo e adsor¢do com modelos de dinamica de particulas dissipativas
(DPD). Os complexos foram caracterizados por métodos espectroscopicos e analises térmicas.
O comportamento do hormonio na presenca de gCD foi avaliado quanto a mudanga de
polaridade do ambiente de solvatacdo. A avaliacdo da solubilidade foi realizada pelo método
de fases de Higuchi e Connors, cuja associagdo com a gCD em meio aquoso ¢ bastante
favoravel, com uma constante de associagao, Ka, de 26000 L mol” e um incremento de 17
vezes na solubilidade do hormoénio. A calorimetria diferencial de varredura avaliou a
formagao dos complexos em estado solido, cuja fragdo inclusa ¢ de 83% para a formulagao
obtida por liofilizacdo. As interagdes existentes entre hospede e hospedeiro foram avaliadas
por "H RMN e medidas de DOSY, os experimentos de Job Plot indicam que a complexagio
ocorre na razdo molar de 1:1 e a constante de associagio obtida por DOSY ¢é de 10970 L mol™
(DMSO/D,0, 1:3). Experimentos de ROESY 2D foram utilizados para estabelecer a
conformagdao do complexo, que encontra-se totalmente incluso na cavidade hidrofobica da
gCD e tem a carbonila voltada para a face mais ampla do oligossacarideo, concordando com
os calculos de mecéanica molecular e dindmica molecular. Testes realizados in vifro mostraram
uma liberacdo cerca de 40% mais lenta em comparacdo a MT livre. A funcionalizacdo das
CDs a superficie da silica foi realizada em refluxo utilizando xilol como solvente, com um
ancoramento organico em torno de 60%, determinado por andlise termogravimétrica. O acido
citrico, empregado na sintese, atua como ligante entre as hidroxilas superficiais da matriz
inorgénica e a hidroxila priméaria dos oligossacarideos, evidenciado pelas anélises de "*C
RMN no estado solido e a espectroscopia na regido do infravermelho. A adsorcao de N
mostra uma reducdo da area superficial dos compositos em relagdo a silica ndo modificada,
proporcionalmente ao tamanho das CDs. Os experimentos de adsor¢do da MT no compdsito
de bCD apresentaram melhores resultados em pH 4acido, e indicam uma cinética rapida, em
que as interagdes envolvidas na adsorcdo sdo de natureza fisica, comprovado pela baixa
magnitude no valor de 4H igual a -3,13 kJ mol”'. A melhor correlagio da adsor¢do com o
modelo de Sips e Langmuir indica a formagdo de monocamada (complexos com as bCDs
funcionalizadas), com capacidade maxima de remocao da MT de 13, 12, 11 e 10 mg g'1 de
composito, nas temperaturas de 25, 35, 45 e 55°C, respectivamente. O 4G negativo indica a
espontaneidade da adsor¢do, com um A4S de 74,3 J mol™ K! caracteristico do recobrimento da
superficie adsorvente. O composito se mostrou eficiente para a remog¢dao do hormoénio em
sistema de filtragem em coluna. A dessorcao, realizada em etanol, ¢ rapida e deixa o material
em perfeitas condi¢des de reuso. J& modelagem por DPD nao apresentou resultados
conclusivos, possivelmente devido a incongruéncias ou limitagdes entre os pardmetros € o
modelo para a molécula de MT.

Palavras-chave: Ciclodextrina. Metiltestosterona. Compostos de inclusdo. Reversao sexual.
Adsor¢do. Funcionalizagdo. Materiais hibridos. Silica. Dindmica de Particulas Dissipativas.
RMN.



ABSTRACT

1 7a-methyltestosterone (MT) is a synthetic androgen widely employed in the sexual reversion
of tilapias. Due to its physico-chemical properties, cyclodextrin (CD) used in the formation of
inclusion compounds with MT, represents a new possibility of method for sexual inversion.
The hydroxyls, external to the cavity, allow their modification and stabilization in a series of
supports, such as silica for example. In this work, the inclusion complexes between MT and y-
cyclodextrin (gCD) were prepared by lyophilization and malaxation, it was made the
functionalization of the silica with as a,  and y CDs, adsorption tests of the MT with the
composite obtained with the B-cyclodextrin (bCD) were made and also addressed in the
complexation and adsorption systems with dissipative particle dynamics (DPD) models. The
complexes were characterized by spectroscopic methods and thermal analyzes. The behavior
of the hormone in the presence of gCD was evaluated for the polarity change of the solvation
environment. The solubility evaluation was performed by the Higuchi and Connors phase
method, whose association with gCD in aqueous medium is quite favorable, with an
association constant, Ka, of 26,000 L mol™! and an increase of seventeen fold in solubility of
the hormone. Differential scanning calorimetry evaluated the formation of the solid state
complexes, and the included fraction was 83% for the lyophilized formulation. The host-guest
interactions were evaluated by 'H NMR and DOSY measurements, JobPlot experiments
indicated that the complexation occurs in a molar ratio of 1:1 and the association constant
obtained by DOSY was 10,970 L mol' (DMSO/D,0, 1:3). ROESY 2D experiments were
used to obtain the conformation of the complex, which is totally enclosed in the hydrophobic
cavity of the gCD and has the carbonyl group facing the wider face of the oligosaccharide, in
agreement with the calculations of molecular mechanics and molecular dynamics. Tests
performed in vitro showed a release about 40% slower compared to free MT. The
functionalization of CDs on the silica surface was carried out at reflux using xylene as
solvent, with an organic anchoring around 60%, determined by thermogravimetric analysis.
Citric acid used in the synthesis acted as a linker between the surface hydroxyls of the
inorganic matrix and the primary hydroxyl of the oligosaccharides, evidenced by solid-state
3C NMR and infrared spectroscopy. The adsorption of N, showed a reduction of the surface
area of the composites relative to the unmodified silica, in proportion to the size of the CDs.
The adsorption experiments of MT in the bCD composite showed better results in acidic pH,
and indicated a fast kinetics, in which the interactions involved in the adsorption are of a
physical nature, evidenced by the low magnitude in the value of 4H equal to -3.13 kJ mol™.
The best adsorption correlation with the Sips and Langmuir model indicated a monolayer
formation (complexes with functionalized bCDs), with a maximum removal capacity of MT
of 13, 12, 11 and 10 mg g'1 of composite, at temperatures of 25, 35, 45 and 55 °C,
respectively. The negative 4G indicated the spontaneity of the adsorption, with a A4S of 74.3 ]
mol™ K characteristic of the coating of the adsorbent surface. The composite was efficient
for the removal of the hormone in the column filtration system. Desorption, performed in
ethanol, is quick and left the material in perfect reuse condition. DPD modeling did not
present conclusive results, possibly due to the incongruences or limitations between the
parameters and the model for the MT molecule.

Keywords: Cyclodextrin. Methyltestosterone. Inclusion compounds. Sexual reversion.
Adsorption. Functionalization. Hybrid materials. Silica. Dissipative Particles Dynamics.
NMR.
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APRESENTACAO

Este trabalho de tese esta dividido em 2 partes: na primeira, constam a introducao, referencial
tedrico e consideragdes gerais, € na segunda parte, constam os resultados do trabalhos, que
estdo apresentados sob a forma de artigos. A formatacao da primeira parte segue as normas do
manual de normalizagdo da UFLA, e a na segunda parte, os artigos seguem as normas das
revistas, nas quais serao submetidos.

O estudo foi desenvolvido baseando-se nas propriedades das ciclodextrinas em formarem
complexos de inclusdo com compostos hidrofébicos. O composto estudado foi o hormonio
esteroide metiltestosterona, amplamente empregado na inversdao sexual pela aquicultura. De
modo geral a ideia foi avaliar e caracterizar a complexagao para futuros testes in vivo, com
intuito de estabelecer uma técnica que possibilite a inversdo com dosagens menores de
hormonio, oferecendo um produto mais seguro e que consequentemente gere menor impacto
ambiental. Dando continuidade ao trabalho, buscou-se produzir e avaliar um adsorvente para
remocgao dos residuos desse tipo de esteroide na agua.

O Artigo 1 aborda o preparo e caracterizagdo dos complexos de inclusdo com a v-
ciclodextrina. Nessa etapa foram determinadas a estequiometria de complexagao, solubilidade
do hormoénio em associagdo com o oligossacarideo, fracdo complexada, conformagdo do
hormoénio na cavidade hidrofobica da ciclodextrina, a liberacdo in vitro e os estudos de
dindmica molecular.

O Artigo 2 aborda a sintese dos compdsitos, onde foi empregado o acido citrico como agente
ligante entre as ciclodextrinas e a silica. As caracterizagdes realizadas permitiram conhecer
detalhes da area superficial e dos poros do mateial, o possivel mecanismo de funcionalizagdo
e o percentual de componentes organicos enxertados a silica.

Com o compésito produzido a partir da B-ciclodextrina, foram realizados os estudos de
remog¢do da metiltestosterona em meio aquoso, descritos no Artigo 3. Neste trabalho foram
avaliados a influencia do pH na remocdao do hormonio, o efeito da concentragdo inicial e
temperatura, foram realizados os estudos cinéticos e das isotermas de adsor¢do, determinado
os parametros termodinamicos, avaliada a adsor¢do em coluna, a dessor¢ao e regeneracdo do
hidrido.

O Artigo 4 avalia a modelagem em escala mesoscopica para a molécula de metiltestosterona
conjuntamente a avaliacdo dos parametros de repulsdo com as ciclodextrinas. As simulacdes
foram avaliadas com modelos coarse-grain, em sistema homogéneo e heterogéneo, através de

dindmica de particulas dissipativas (DPD).
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A populacdo mundial tem experimentato um expressivo e rapido crescimento em
decorréncia de alguns fatores como o aumento da expectativa de vida e a reducao da
mortalidade infantil. De acordo com os resultados da revisao de 2017, realizado pelas Nagoes
Unidas, a populacdo mundial atingiu a casa dos 7,6 bilhdes em meados no referido ano. As
estimativas atuais mostram que anualmente 83 milhdes de pessoas estdo se somando a
populagdo mundial. Assim, mesmo que os niveis de fertilidade continuem a diminuir, a
populagdo devera chegar a 8,6 bilhdes em 2030, 9,8 bilhdes em 2050 e 11,2 em 2100. Com
este elevado contingente populacional também aumenta a demanda por uma maior produgao
de alimentos e por recursos naturais.

Neste contexto, a industria pesqueira apresenta um importante papel na produgao de
alimentos e cada vez mais requer novas tecnologias para a producao de pescado, que vem
ganhando um espaco mais continental. Dentre as producdes, a tilapicultura tem se tornado
alvo de muita polémica devido a utilizacdo de hormdnios esteroides para inversdao sexual das
larvas. Ha ainda estudos controversos sobre a sua utilizacdo, principalmente no que diz
respeito a dose e duragao do tratamento e se a utilizagcdo destes hormonios faz ou nao mal ao
meio ambiente, tendo em vista que uma das maiores preocupacdes ¢ a liberacao dos residuos
desse hormonio nos recursos hidricos.

A 170-metiltestosterona (MT) ¢ o androgeno sintético mais largamente utilizado na
producdo de tilapias. No entanto, assim como o uso em humanos, a rapida absorcao da
molécula pelo organismo pode ser um fator limitante, que requer a ministragdo de repetidas
doses refletindo também em seus efeitos.

E grande a quantidade de compostos utilizados para fins terapéuticos, na agricultura ou
producdo animal, por exemplo, que apresentam limitagdes por alguns problemas em suas
formulagdes que estdo, normalmente, relacionados com a biodisponibilidade de seus
principios ativos, fazendo com que atencdo consideravel seja voltada para o desenvolvimento
de novos sistemas para melhoramento e transporte de drogas. Esses sistemas sao responsaveis
por contornar propriedades fisico-quimicas limitantes dos compostos encapsulados

melhorando a sua agdo e os efeitos toxicologicos.
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Entre os inimeros sistemas carreadores estudados atualmente, as ciclodextrinas (CDs)
despertam grande interesse por sua capacidade de formar compostos de inclusdo com uma
variedade de substancias que tém suas propriedades alteradas pela complexacdo. A CD,
utilizada na formacdo de complexos de inclusdio com a MT, representa uma nova
possibilidade de método para a inversao sexual o que justifica o seu estudo.

Visando entdo, essa necessidade de aumentar a produ¢do de alimentos de forma mais
sustentavel, agredindo o minimo possivel 0 meio ambiente, este trabalho direciona-se ao
desenvolvimento de tecnologias passiveis de aplicacdo na produgdo aquicola para reversao
sexual de peixes e no tratamento dos residuos de esteroides gerados. Sendo que as aplicacdes
dos produtos obtidos ndo necessariamente se condicionam especificamente ao uso em
aquicultura. Portanto, este trabalho busca a prepara¢do de complexos de inclusdo entre a MT e
a gCD, o desenvolvimento de um composito para tratamento de efluentes contaminados com
hormonios, a caracterizacdo dos sistemas trabalhados e a criagdo de um modelo tedrico capaz

de simular as complexacdes com as CDs naturais.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Metiltestosterona

A metiltestosterona (MT, 17B-hidroxi-17a-metilandrost-4-en-3-ona) ¢ um androgeno
sintético derivado da testosterona, com formula molecular C,0H39O, ¢ massa molar de 302,45
g mol™, cuja estrutura é mostrada na Figura 1. Ocorre na forma de um po cristalino de
coloragdo branca ou creme, soluvel em varios solventes organicos, mas praticamente
insoltivel em dgua. Como nao absorve radiagdo visivel (comprimentos de onda > 290 nm) ndo

sofre fotolise direta (PUBCHEM, 2016).

Figura 1 - Estrutura quimica do hormoénio 17a-metiltestosterona

Como derivado da testosterona, este esteroide foi bastante utilizado na medicina para o
controle da andropausa em homens (BANSAL, 2013). E em mulheres no tratamento de
alguns sintomas da menopausa, tratamento de cancer de mama, dores pds-parto e obstrugdo
dos seios. Estudos mostram que a MT pode destruir células malignas (neoplasmas) podendo
inibir o crescimento ¢ a disseminagdo de tumores (DAVIS; WORSLEY, 2014;
SARTORELLI; JOHNS, 2013). Também ¢ utilizada como anabolizante para aumento de
forca e massa muscular, sendo frequentemente detectada em andlises de controle “anti
doping” (GOMEZ et al., 2013)

A MT ¢ bastante conhecida pelos seus efeitos como interferente enddcrino tanto de
organismos vertebrados como invertebrados. Portanto seu uso nao se restringe a areas ligadas
a medicina, sendo extensivamente empregada na aquicultura para controle do sexo, induzindo
a inversdo sexual de peixes para machos (HU et al., 2011; GAO et al., 2015). A inducao
sexual para reversdo do sexo ja foi avaliada para 47 espécies de peixes gonocoOricos e
hermafroditas, os hormonios preferidos para a masculinizagdo e feminizagdo sdo a 17a-

metiltestosterona e o 17B-estradiol, respectivamente (PANDIAN; SHEELA, 1995). A
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administracdo por via oral da MT ¢ o método mais comum e utilizado com éxito para a
produgdo de populagdes macho de tilapia, espécie de peixe gonocédrico (SINGH, 2013; EL-
SAYED; ABDEL-AZIZ; ABDEL-GHANI, 2012). A maior utilizacdo desse andrégeno
sintético ¢ devido a sua grande eficacia, facilidade de aquisi¢do, menor custo quando
comparado aos outros hormoénios e facilidade de excrecao apds o tratamento (MLALILA,
2015; CNAANI; LEVAVI-SIVAN, 2009).

Aplicagdes especificas da MT, como a terapia de reposicdo androgénica, apresentam
ainda um grande desafio. A MT tem um periodo de meia-vida curto, de 2,5 a 3,5 horas
(PUBCHEM, 2016), exigindo sua administracdo em repetidas doses. A farmacocinética do
hormdnio leva a niveis suprafisiolégicos de androgeno logo apds a absorcdo, seguido de
rapido declinio, apresentando assim ampla variabilidade de absor¢cdo (ARLT, 2006;
SHINOHARA; BABA; KASUYA, 1985).

Estudos farmacocinéticos para o emprego da MT em animais de criacao ainda sdo
pouco detalhados, no entanto, assim como ocorre com humanos, o esteroide também deve
apresentar essas limitagcdes com animais, pois ha relatos da metabolizagdo de mais de 99% do
hormonio administrado dentro de algumas horas ou dias (PANDIAN; SHEELA, 1995;
MEGBOWON; MOJEKWU, 2014). Dessa forma, os estudos de tecnologias que visem
melhorar propriedades especificas do hormodnio sdo de grande interesse do setor, assim como
da industria farmacéutica.

Outro ponto preocupante ¢ com relagdo ao destino final dos residuos desse esteroide
(MLALILA et al.,, 2015). A MT possui um K,. de 1600 (coeficiente de particdo do
contaminante entre solo-dgua corrigido pela matéria organica do solo), portanto sua
mobilidade no solo deve ser baixa e na dgua ¢ esperada sua absor¢do em so6lidos suspensos e
sedimentos. Com um pKa de 19,09 ndao ¢ esperado que a hidrolise seja um importante
processo de destino ambiental para este composto, pois como pode ser evidenciado em sua
estrutura ndo possui grupos funcionais que se hidrolisam facilmente sob as condic¢des
ambientais (GUEDES-ALONSO et al., 2017; PUBCHEM, 2016).

Hormonios esteroides, tanto naturais como sintéticos, possuem uma grande afinidade
para se ligarem aos receptores hormonais e apresentam alto potencial para interromper as
funcdes hormonais normais envolvidas no crescimento, metabolismo ou outras fungdes de
espécies aquaticas e, possivelmente em seres humanos, em que a fase de crescimento € o
periodo mais critico (MLALILA et al., 2015). Ha casos de metabolitos farmacologicamente

ativos em efluentes de instalagdes aquicolas e que requerem devida atengcdo quanto ao uso de
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esteroides em humanos ¢ animais de criagdo, demandando o desenvolvimento de novas
tecnologias, que possam mitigar quantidades utilizadas e propiciar um tratamento adequado

para os efluentes gerados (HU et al., 2011; MLALILA et al., 2015; YOUNG et al., 2013).

2.2 Inversao sexual em peixes

A producao mundial de pescado tem crescido a cada ano, movimentando um mercado
bilhonario. Neste cendrio, a pesca de captura tem-se mantido constante e a aquicultura ¢ a
responsavel pelo aumento crescente no volume de pescados. A Tabela 1 apresenta de forma

sucinta a producao e utilizacdo mundial da pesca e aquicultura.

Tabela 1 - Producao e utilizagdo da pesca e aquicultura

2009 2010 2011 2012 2013 2014
milhoes de toneladas

PRODUCAO

Captura

Continental 10,5 11,3 11,1 11,6 11,7 11,9
Marinha 79,7 77,9 82,6 79,7 81,0 81,5

Total captura 90,2 89,1 93,7 91,3 92,7 93,4
Aquicultura

Continental 343 36,9 38,6 42,0 448 47,1

Marinha 21,4 22,1 23,2 24.4 25,5 26,7
Total aquicultura 55,7 59,0 61,8 66,5 70,3 73,8
TOTAL PESCA MUNDIAL 145,9 148,1 155,5 157,8 162,9 167,2
UTILIZACAO

Consumo humano 123,8 128,1 130,8 136,9 141,5 146,3
Uso ndo alimentar 22,0 20,0 24,7 20,9 21,4 20,9
Populagao (bilhoes) 6,8 6,9 7,0 7,1 7,2 7,3

Abastecimento de peixe per

. 18,1 18,5 18,6 19,3 19,7 20,1
capita (kg)

Fonte: FAO, 2016

Como mostrado na Tabela 1, a aquicultura continental se destaca da marinha, com
uma producdo bem mais elevada, 47,1 contra 26,7 milhdes de toneladas em 2014 (FAO,
2016). Dentre os pescados produzidos, a tilapicultura tem chamado a aten¢do nas Ultimas
décadas pela sua expansdo em todo o mundo, assim como a rapida industrializacdo dos
sistemas de producao deste pescado. Como resultado, a producao mundial de tilépia cultivada

teve um aumento anual de 13,5% de 1990 a 2010, saltando de 384 mil para 3,5 milhdes de
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toneladas. (FAO, 2012). A estimativa de crescimento na producao desse pescado aumenta, e
juntamente com a carpa € o peixe-gato, deverdo representar 60% da produgdo aquicola
mundial até 2025 (FAO, 2016).

A aquicultura no Brasil ¢ bastante favorecida devido ao fato do pais possuir cole¢des
hidricas extensas, abundantes e disponiveis, condi¢des climaticas propicias e tecnologia
disponivel, envolvendo técnicas de criagdo, equipamentos e insumos. Com esses fatores
favoraveis ao desenvolvimento do setor no cendrio nacional, a producdo aquicola no Brasil ¢
69,7% continental e segue com projecao de aumento (OLIVEIRA, 2015).

No que se refere ao cultivo de tilapias, ¢ a atividade aquicola mais importante no
Brasil, tanto em volume produzido quanto em seu aspecto socioecondmico, com uma
produgdo voltada para o mercado interno, tem grande contribui¢do na geracdo de renda e na
seguranca alimentar. De acordo com a EMBRAPA (2017), o cultivo de tilapia deu um salto
de 67.850 para 219.329 toneladas, entre os anos de 2005 a 2015 respectivamente,
correspondendo a um aumento de 223%.

Visando uma maior produtividade, o uso de técnicas de masculinizagdo para obtencao
de populagdes monosexo de tilapias ¢ bastante difundida nesse setor. A cultura de tilapias
monossexuais, em que os machos sao preferidos em detrimento das fémeas, desempenha
papel significativo, pois nos machos, a energia metabolica ¢ canalizada para o crescimento
enquanto que nas fémeas hd uma maior atribuicdo da energia metabdlica para reprodugdo
(EL-GREISY; EL-GAMAL, 2012). Os individuos macho apresentam taxas de crescimento
mais rapidas, maior tolerancia a mudangas nas condigdes ambientais, resisténcia ao estresse €
doengas, conservacao da energia mais elevada, agressividade reduzida e maior uniformidade
no tamanho da colheita (EL-SAYED; ABDEL-AZIZ; ABDEL-GHANI, 2012).

As populagdes monossexo de tildpias podem ser obtidas por métodos diretos ou
indiretos, dentre os quais se destacam a sexagem manual, a hibridagdo, a manipulagdo
cromossOmica e a inversao hormonal (ABO-AL-ELA, 2018). Mas ¢ a inversdao hormonal, a
partir da administragdo oral de andrégenos sintéticos incorporados na racdo, o método mais
utilizado em usos comerciais (EL-GREISY; EL-GAMAL, 2012; SINGH, 2013; ZANARDI et
al., 2011).

O tratamento de reversao hormonal mais comum envolve o fornecimento de uma
alimentag¢do incorporada de MT as pds-larvas recém eclodidas, e ainda indiferenciadas
sexualmente, produzindo individuos que crescem e funcionam reprodutivamente como

machos (POPMA; LOVSHIN, 1995). A adi¢ao do hormoénio a dieta larval normalmente ¢é
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feita nas propor¢des de 30-60 mg de MT por kg de ragdo, que ¢ ministrada por 21 a 28 dias
atribuido ao periodo critico de diferenciacdo das larvas (ABO-AL-ELA, 2018; KUBITZA,
2000). Para um bom desempenho no processo de inversdo sexual ¢ recomendado o
fornecimento de 5 a 6 arragoamentos diarios, resultando em maior quantidade de machos
revertidos (SANCHES; HAYASHI, 2001).

Um rigoroso controle na pratica de inversao sexual ¢ preciso para atingir resultados
eficazes e sustentaveis. Entretanto, o que se observa ¢ que a quantidade de MT utilizada na
pratica convencional ¢ grande em comparagdo a dose efetiva necessaria para que ocorra a
reversao sexual. Apesar dos peixes produzidos serem seguros para o consumo humano, os
riscos ambientais ¢ a saude humana devem ser enfatizados (MLALILA, 2015). O uso
indiscriminado do hormdnio pode levar peixes ndo tratados a inversdo sexual quando se
utiliza sistemas fechados (SANCHES; HAYASHI, 2001), e caso nao haja uma remogao
efetiva do hormonio remanescente na dgua dos tanques de inversdo, seu descarte em cursos
hidricos pode impactar, através de disfungdes enddcrinas, uma série organismos. Compostos
esteroides tém sido comumente detectados como poluentes, especialmente em
agroecossistemas drenados. A MT, por exemplo, pode prejudicar a fecundidade dos peixes em
concentracdes ambientalmente relevantes, e que diferem de uma espécie pra outra (ABO-AL-
ELA, 2018).

Embora haja estudos atestando que os animais submetidos a pratica de inversdo sexual
sdo seguros a alimentacao humana, uma vez que relatam nesses trabalhos que a utilizagcdo da
MT ndo resulta em acumulo de residuos nos tecidos dos peixes tratados (DRUMMOND;
MURGAS; VICENTINI, 2009), ¢ crescente a aversao do publico quanto ao uso de compostos
esteroides em animais de producdo. Em contrapartida, hd estudos que mostram niveis
elevados de MT no sérum e musculo de peixes adultos monossexo (SAYED; MONEEB,
2015; ABO-AL-ELA, 2018), elevando o nivel de preocupagdo quanto ao emprego desses
hormoénios e justificando mais pesquisas na area. Portanto, o desenvolvimento de novos
métodos para a manipulagdo do sexo ¢ considerada de valor estratégico para a aquicultura
(REIG; TOLDRA, 2008), assim como de métodos para tratamento dos residuos de esteroides

gerados nas pisciculturas.
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2.3 Ciclodextrinas

Sistemas carreadores sao desenvolvidos com o objetivo de entregar a quantidade
precisa de droga no sitio alvo, por um periodo de tempo necessario para que sua acao seja
efetiva (TIWARI et al., 2012). Para ajustar as melhores dosagens, contornar propriedades
indesejaveis de principios ativos e favorecer seu desempenho, uma série de biomateriais pode
ser empregada. Neste contexto, as ciclodextrinas (CDs) sdo candidatas em potencial para essa
funcdo, devido sua capacidade de alterar propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas das
moléculas convidadas através da formacao de complexos de inclusio (UEKAMA, 1998).

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 apds a hidrolise do amido com Bacillus amylobacter, o qual denominou de
celulosina (VILLIERS, 1891). No entanto os primeiros detalhes de sua preparagdo, descrigao
e isolamento foram feitos por Schardinger a partir de 1903 (SCHARDINGER, 1903), e sua
capacidade em formar complexos de inclusdo apenas foi descrita por Cramer no livro
“Einschlussverbindunge”, em 1954 (CRAMER, 1954; LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

As CDs sao oligossacarideos ciclicos formados por mondomeros de D-(+)-
glicopiranoses, unidas por meio de liga¢des glicosidicas a-1,4 e obtidas a partir da degradacao
enzimatica do amido (enzima ciclodextrina glicosiltransferase) de espécies como a mandioca,
batata, milho, trigo efc. As CDs a, B e y sdo as CDs naturais mais amplamente utilizadas,
constituidas por seis, sete e oito residuos de glicose (Figura 2), cuja obtengao depende do tipo
de microorganismo que produz a enzima e das condigdes de reagdo (BREWSTER;
LOFTSSON, 2007; MURA, 2014; SZEJTLI, 2013).

Estas macromoléculas possuem estrutura tridimensional na forma de cone truncado
cuja cavidade contém um esqueleto carbonico, contendo hidrogénios e oxigénios glicosidicos
voltados para o seu interior formando uma zona de alta densidade eletronica. Grupos
hidroxilas secundérias estdo situadas na face mais larga, enquanto os grupos hidroxilas
primarios na face mais estreita. A distribui¢do dos grupos funcionais que formam a CD
confere a sua cavidade um carater hidrofébico e um exterior hidrofilico, assegurando sua
compatibilidade com sistemas aquosos (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; SZEJTLI, 2013).

Algumas propriedades fisico-quimicas das CDs sdo descritas na Tabela 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica da yCD, formada por 8 monomeros de glicose e perfil mostrando
a cavidade hidrofébica e o exterior hidrofilico. A aCD e BCD possuem

respectivamente 6 e 7 unidades de glicose.
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas das CDs.
Propriedades a-CD B-CD v-CD
Numero de unidades de glicose 6 7 8
Massa molar (g mol™) 972 1135 1297
Solubilidade em 4agua a 25°C
(2/100 mL) 14,5 1,85 232
Diametro interno da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Diametro externo da cavidade (A) 14,6 154 17,5
Volume da cavidade (A®) 174 262 472
Laminas Paralelogramos

Forma dos cristais Prismas quadraticos

hexagonais monoclinicos

Fonte Del Valle, 2004; Fromming; Szejtli, 1994.

Além do tamanho, as moléculas de CDs apresentam distintas solubilidades em 4agua inerentes
do niimero de unidades de glicose, que proporciona diferencas na estrutura conformacional e
na flexibilidade do anel. Dentre as CDs naturais, a BCD ¢é a que possui menor solubilidade, e a
formagdo de complexos com compostos lipofilicos geralmente resulta em precipitacdo dos
complexos solidos se o limite de solubilidade for atingido. As ligagdes de hidrogénio
intramoleculares relativamente fortes entre as hidroxilas secundarias diminuem sua
capacidade de formar ligacdes com as moléculas de agua circundante. Assim, numerosas
modificagdes na estrutura quimica das PCDs tém sido feitas originando derivados mais
soluveis como a 2-hidroxipropil-BCD, 2,6-dimetil-BCD e CDs sulfatadas como sulfobutiléter-
BCD, dentre outras (BREWSTER et al., 1991; MURA 2014; LOFTSSON; BREWSTER,
2012).

As CDs naturais sdo praticamente atoxicas, ¢ vem sendo utilizadas em formulagdes

farmacéuticas a mais de meio século (AKKARI et al., 2016; LOFTSSON E DUCHENE,
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2007; ALVAREZ-LORENZO; GARCIA-GONZALEZ; CONCHEIRO, 2017). Como
apresentam uma notavel habilidade para acomodar substancias hidrofébicas em sua cavidade,
sdo bastante estudadas para modulacdo do comportamento fisico-quimico das moléculas
convidadas. No entanto, a grande versatilidade dessas macromoléculas faz com que seu uso
nao seja exclusividade da industria farmacéutica, atualmente vem apresentando aplicagdes
também na agricultura (OLIVEIRA et al., 2014; RUBIO-BELLIDO; MORILLO;
VILLAVERDE, 2016), na remo¢dao de metais e compostos organicos em meio aquoso
(ZHAO et al., 2015; KAKHKI, 2015; SHEN et al., 2015), cromatografia (VARGA et al.,
2012; FOX et al., 2015), catalise (KUMAR; SHUKLA, 2015), mascaramento de sabores e
odores (ZHU et al, 2014), dentre outras aplicagdes.

A habilidade das CDs em formarem complexos de inclusdo ¢ a principal caracteristica
dessas macromoléculas, cuja complexacdo depende essencialmente da compatibilidade
estérica e dos critérios de polaridade existentes com a molécula convidada. E em meio aquoso
que o potencial multifacetado das CDs pode ser completamente revelado, liberada de sua
estrutura cristalina (estado so6lido), a cavidade hidrofobica das CDs estd preenchida com
moléculas de agua (ALVAREZ-LORENZO; GARCIA-GONZALEZ; CONCHEIRO, 2017).
No entanto, como o microambiente ¢ termodinamicamente desfavoravel, as moléculas de
agua tendem a sair e entrar com dificuldade, a adicdo de um substrato compativel acaba
expulsando essas moléculas de 4gua e ocupa a cavidade (FROMMING; SZEJTLI, 1994;
VAN DE MANAKKER et al., 2009). O complexo de inclusdo formado ¢ um equilibrio
dindmico, com a molécula héspede constantemente se associando e desassociando da
cavidade da CD, e que ¢ regido pela forca da constante de associagdo (LOFTSSON;
BREWSTER, 2012; SZEJTLI, 2013; ASTRAY et al., 2009).

Nao ¢ caracteristico da complexagdo a existéncia de ligacdes quimicas “formais”, as
forgas que governam a complexacdo tém sido atribuidas a entropia favoravel quanto a
liberagdo da agua de inclusdo da cavidade das CDs, as interacdes de van der Waals,
hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio (VAN DE MANAKKER et al., 2009). As moléculas
complexadas permanecem normalmente orientadas em uma posicdo onde ha o maximo
contato entre sua porcao hidrofobica e a cavidade apolar, estando sua por¢ao hidrofilica em
contato com os grupos hidroxila da CD (FROMMING; SZEJTLI, 1994).

Muitos casos de insucessos no desenvolvimento de novos farmacos se devem a
limita¢des farmacotécnicas, como baixa capacidade de dissolucao e permeabilidade (DAVIS;

BREWSTER, 2004). As CDs podem colaborar no aumento da absor¢ao dessas moléculas
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através de barreiras biologicas, devido sua capacidade em modificar propriedades de
moléculas pouco soliveis em dgua, e serem empregadas como carreadores em formulagdes de
liberagdo imediata, por exemplo (UEKAMA, 2004). A complexacdo também pode promover
a estabilizacdo da molécula convidada com a diminui¢cdo na sublima¢ao e volatilizacdo da
mesma (SZEJTLI, 2013; STELLA et al., 1999). Os efeitos mais significantes da inclusao de
uma molécula na cavidade das CDs sdao observados na solubilidade e na liberagdo do
composto complexado. Em consequéncia disso, a administracdo de compostos associados a
CDs ird influenciar na intensidade e duragdo dos efeitos esperados para a molécula

(FROMMING; SZEJTLI, 1994; LOFTSSON; BREWSTER, 2012).

2.4 Caracterizacao dos complexos de inclusao

A avaliacdo e caracterizagdo da formagdo de um complexo de inclusdo entre uma
molécula convidada e uma CD ndo ¢ uma tarefa simples e muitas vezes exige a combinagao
de diferentes métodos analiticos, ja que cada método explora uma caracteristica particular do
complexo de inclusdo. O uso concomitante de diferentes técnicas pode permitir um melhor
entendimento das interagdes hospede-hospedeiro (MURA, 2014).

As técnicas empregadas normalmente se baseiam em alteracdes fisico-quimicas da
molécula incluida. Em solugdo aquosa um dos métodos mais comumente empregados no
estudo de complexagdo ¢ o diagrama de solubilidade de fases e a espectroscopia de UV-
Visivel. Outros métodos de andlise também sdo utilizados para a caracterizagdo dos
complexos de inclusdao com CDs, como a espectroscopia de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear (RMN), microscopia eletronica de varredura (MEV), difracdo de raios-X
(DRX) e andlises térmicas como a calorimetria diferencial exploratéria (DSC), a
termogravimetria (TG) e a termogravimetria diferencial (DTG) (LYRA et al., 2010; MURA,
2014; MURA, 2015). A seguir hd uma breve descricdo das técnicas empregadas neste

trabalho para a caracterizagdo dos complexos de inclusao molecular.

2.4.1 Espectroscopia na regiao do ultravioleta/visivel

A espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel ¢ uma técnica ndo destrutiva
eventualmente requerida numa série de analises. E um método simples, rapido e econdémico

para avaliar a formagao de complexos em solu¢ao (MURA, 2014). A absor¢ao de radiagdo em
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comprimentos de onda especificos causa a promogao de elétrons de um estado fundamental a
um estado excitado. Essa absor¢do de energia depende da estrutura eletronica da molécula e
por isso essa técnica apresenta um amplo espectro de aplicagdes (SKOOG; HOLLER;
CROUCH, 2017), no entanto, o método ndo ¢ especifico e pode sofrer da presenga de
substancias interferentes (MURA, 2014).

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

(c) e a absortividade molar (¢).

A = ech (1)

Dependendo da posi¢do do grupo cromoforo da molécula convidada, a transferéncia
da molécula do meio aquoso para a cavidade hidrofébica da CD pode ocasionar mudangas no
modo com que a molécula inclusa absorve a radiacdo incidente, devido a mudanga do
ambiente de solvatagdo e as diferentes interagdes entre hospede e hospedeiro. Essas mudangas
podem ser visualizadas por alteragdes na intensidade e deslocamentos hipocromicos ou

batocromicos das bandas de absor¢ao (LYRA et al., 2010; DODZIUK, 2006; MURA 2014).

2.4.2 Isotermas de solubilidade

Nos processos de complexacdo ¢ de grande importancia o conhecimento da constante
de associacao (Ka), pois esses valores podem inferir quanto ao indice de alteragdes das
propriedades fisico-quimicas resultantes da inclusdo de uma molécula hospede na cavidade da
CD, em especial a solubilidade. A analise de solubilidade de um composto sob efeito de
agentes complexantes ¢ uma abordagem tradicional que possibilita tanto a determinacdo da
constante de estabilidade, quanto a visdo da estequiometria do equilibrio (BREWSTER;
LOFTSSON; 2007). Higuchi e Connors (1965) descreveram um método, representado por um
diagrama de fases (Figura 3), que possibilita avaliar a solubilidade do complexo de inclusao
formado tendo como fundamento a variagdo da solubilidade do soluto com o aumento da
concentracdo da molécula hospedeira, neste caso a CD. De acordo com o complexo de

inclusdo formado, a solubilidade pode apresentar diversos perfis de isotermas, uma vez que
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pode haver um aumento ou diminui¢do na solubilidade. Uma correlagdo entre a solubilidade

do composto a incorporar e a concentragdo de CD estd ilustrada na Figura 3.

Figura 3 - Isotermas de solubilidade. S7 = [soluto] dissolvido (livre + complexado); Sy =
solubilidade do soluto na auséncia de CD; SC = solubilidade limite do complexo
pouco soluvel; Isotermas Ap, 4;, € Ay = complexos muito soluveis (limite de
solubilidade determinado pela solubilidade da CD); Isoterma Bs = complexo de

solubilidade limitada ¢ formado; Isoterma B;= complexo insoluvel ¢ formado.
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Um tratamento matematico, a depender do perfil de isoterma obtido, pode ser feito e
assim determinar os valores para a constante de estabilidade. Se a formac¢ao dos complexos
ocorrerem na estequiometria de 1:1 a constante, Ka, pode ser calculada pela razdo entre
inclinacao e intercepto da porg¢do inicial linear do diagrama, como descrito na Equagdo 2,
onde Sy corresponde a solubilidade intrinseca do hospede e ¢ igual ao valor obtido para o

intercepto.

inclinacdo

Ka )

- S, (1 —inclinagdo)

2.4.3 Calorimetria diferencial exploratoria
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As andlises térmicas, em particular a calorimetria diferencial exploratoria (DSC) e a
analise termogravimétrica (TGA), sdo bastante difundidas para caracterizacdo de sistemas
multicomponentes em estado so6lido, incluindo os complexos de inclusdo (MURA, 2015). A
calorimetria diferencial de varredura fornece informagdes detalhadas sobre propriedades
fisicas e energéticas dos compostos de inclusdo através da comparagao das curvas térmicas de
componentes isolados, sua mistura e o complexo formado (MURA 2015; GIORDANO;
NOVAK; MOYANO, 2001). Pelos termogramas obtidos pode-se avaliar se ha a formagao de
complexos de inclusdo na razao molar testada, monitorando-se mudancgas nas temperaturas de
fusdo e na entalpia dos compostos antes e apds a complexacao (CARVALHO; PINTO, 2012;
LOFTSSON; MASSON, 2001).

O principio fundamental do método ¢ que, quando uma amostra sofre uma
transformagao fisica, tais como as transicoes 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 o processo ¢ exotérmico ou endotérmico. Se o processo ¢
endotérmico, a amostra vai requerer mais calor para aumentar a sua temperatura com a mesma
taxa da célula de referéncia. Se o processo ¢ exotérmico, como em processos de cristalizacao,
menos calor ¢ necessario para aumentar a temperatura da amostra. Dessa forma, ao observar a
diferenca de fluxo de calor entre a amostra ¢ a referéncia, a calorimetria diferencial de
varredura ¢ capaz de medir a quantidade de calor absorvida ou liberada durante as transi¢cdes

(SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017).

2.4.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN ¢ considerada uma das técnicas analiticas mais uteis e
completas para a elucidagdo de estruturas organicas e ¢ extensivamente empregada para
investigar as interagdes entre CDs e compostos convidados (MURA, 2014). Essas técnicas
possibilitam compreender as forgas que dirigem a complexagao ¢ o modo com o qual ocorrem
estas associacdes nao covalentes (SCHNEIDER et al., 1998), também permite a elucidacao da
conformac¢ao do complexo em soluc¢do, fornecendo informagdes especificas sobre a orientagao
da molécula convidada dentro da cavidade (MURA, 2014).

As variagdes no ambiente magnético do H (RMN 'H) ou do C (RMN C) entre as
moléculas convidadas, as CDs e o referido complexo, ¢ o experimento de RMN mais comum

para obter rapidamente uma evidéncia direta da inclusdo de um convidado na cavidade da CD
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(MURA, 2014). A grande maioria das investigacdes por RMN normalmente iniciam com a
andlise do espectro de protons da amostra de interesse, com a andlise habitual dos
deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamento e as intensidades relativas dos sinais.
No entanto h4d uma infinidade de métodos de RMN disponiveis para serem empregados em
estudos, cabendo ao pesquisador selecionar experiéncias apropriadas para obter as
informag¢des mais importantes para a resolucdo de determinado problema (CLARIDGE,
2016).

Apesar da existéncia de um grande numero de sequéncia de pulsos, os experimentos
de RMN exploram basicamente quatro fenomenos: as interagdes através de ligacdes, as
interacdes através do espago, as trocas quimicas e a difusdo molecular (CLARIDGE, 2016).
Assim, informagdes importantes relacionadas a inclusdo de uma determinada molécula na
cavidade da CD podem ser obtidas a partir dos espectros de protons, por variacdo dos
deslocamentos quimicos. As medidas de DOSY podem fornecer a constante de associacao do
complexo de inclusdo e medidas de Efeito Nuclear Overhauser (NOE), como o ROESY,
permitem identificar as interagdes que ocorrem entre héspede e hospedeiro, descrevendo a
conformagdo espacial da molécula inclusa na CD (SCHNEIDER et al., 1998).

Com a realizacdo de medidas nas variacdes de deslocamento quimico no espectro de
H, por exemplo, em fun¢do da variagdo das propor¢des molares entre hospede e hospedeiro, ¢
possivel ter uma visdo da estequiometria e conformac¢do do complexo formado. No entanto a
baixa solubilidade das amostras em agua deuterada ¢ um fator limitante para a técnica,
exigindo muita das vezes o uso de outros solventes que podem influenciar nas interacdes
hospedeiro-convidado em relagdo ao meio aquoso simples (MURA, 2014).

A difusdo molecular em misturas quimicas complexas e solugdes multicomponentes
pode ser determinada com precisdo por espectroscopia de RMN ordenada por difusdo
(DOSY), as medidas sdo realizadas através da determinacao da atenuagdo dos sinais de RMN
durante uma experiéncia de graus de campo pulsado (MURA, 2014). A difusdo pode ser
definida como o movimento de um determinado soluto pelas moléculas de um fluido, cuja

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

k,T

D=
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Onde D ¢ o coeficiente de difusdo, K, € a constante de Boltzman, 7 ¢ a temperatura, 7 ¢ a
viscosidade do meio e 7 € o raio hidrodinamico da molécula. (SOUZA; LAVERDE JUNIOR,
2002; HARMON et al., 2012). As experiéncias de difusdo utilizando o RMN sdo medigdes
dos movimentos translacionais das moléculas onde compostos em uma mistura, com base em
seus coeficientes de difusdo, podem ser separados por diferengas no tamanho e forma da
molécula, bem como as propriedades fisicas do meio circundante, tais como a viscosidade, a
temperatura, etc (SOUZA; LAVERDE JUNIOR, 2002; MORRIS; JOHNSON JUNIOR,
1993).

No que se refere a formagdo dos complexos de inclusdo com CDs ¢ observada uma
redugdo do seu coeficiente de difusdo. Quanto maior for a diferenga entre a difusdao em
solugdo de hospede com CD comparado com a difusdo do hospede livre (sem CD), maior serad
a fracdo complexada. Dessa forma, a populacdo do hospede envolvido no processo de
complexagdo esta diretamente associado aos coeficientes de difusdo para as espécies
observadas nas formas livre e complexada, permitindo a determinacdo também da constante
de associagdo (Ka) (RYMDEN; CARLFORS; STILBS, 1983; CLARIDGE, 2016).

O efeito nuclear overhauser (NOE) ¢ produto das interagdes magnéticas entre spins
através do espago (acoplamentos dipolares). O NOE apresenta grande importdncia na
elucidacdo de estruturas por sua capacidade de fornecer informagdes sobre a estrutura
tridimensional de uma molécula ou complexo. Os experimentos baseados em NOE realizados
em duas dimensdes permitem evidenciar no espectro todas as correlagdes de cruzamento, no
entanto sua aplicagao ¢ limitada para moléculas com massa elevada (cerca de 1000-2000
daltons), pois o NOE observado torna-se muito pequeno. Em métodos de diferenga de NOE
homonuclear a relaxagdo cruzada depende do produto entre o tempo de correlagdo para
reorientagao molecular (z.) ¢ a frequéncia de Larmor do nucleo (wy). Assim, a medi¢do do
NOE rotativo (ROEs) fornece uma solugdo alternativa, pois como mostra a relagdo NOE—
ROE (Figura 4), a relaxacao cruzada ¢ positiva para todos os valores do tempo de correlacao

rotacional (CLARIDGE, 2016).
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Figura 4 - Dependéncia do NOE-ROE para um isolado homonuclear em relagio a wy e ..
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Fonte: CLARIDGE, 2016

Dessa forma, o experimento de ROE possibilita determinar as interagdes entre os
hidrogénios da CD com os do hospede incluso em sua cavidade fornecendo dados da estrutura

do complexo de inclusdo formado (MURA, 2014).

2.5 Silica

O estudo das propriedades de superficie de solidos inorganicos, principalmente o dos
porosos, tem aumentado consideravelmente, conforme a quantidade de trabalhos que vém
sendo desenvolvidos, visando a modificagao fisico-quimica da superficie desses solidos e a
dotagdao de propriedades especificas. O que atrai os pesquisadores, para modificarem estas
superficies aparentemente inertes, ¢ o aproveitamento dessas propriedades fisicas e quimicas
especificas, para tornar possivel o uso dos sélidos modificados em inumeras areas (CALVO et
al., 2009; WANG et al., 2015).

Tratando-se de processos de descontaminagdo ambiental, a silica gel amorfa ¢, sem
davida, a mais estudada com uma grande variedade de utilidades, pois a simples ligagao
covalente estabelecida na superficie do polimero ¢ capaz de produzir materiais com
caracteristicas amplamente desejaveis, como sua aplicacdo em sistemas de catalise, adsor¢ao
(GALARNEAU et al., 2016; KANGO et al.,, 2013; GIRALDO et al., 2007), fases
estaciondrias para cromatografia (KHARAISHVILI et al., 2016), processos biotecnologicos
(LIU; BU; SHI, 2015), sensores eletroquimicos (HSU et al., 2017), extracdo de cétions
(WANG et al., 2014), troca ionica (LEUNG et al., 2013), dentre outras.
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A silica gel ¢ um composto inorganico inerte, amorfo, resistente e com alta
porosidade. A presenca de grupos silanois (Si-OH) em sua superficie (Figura 5) permite sua
modificagdo quimica, no sentido de produzir novos materiais com aplicagdes tecnologicas
diversas (CASHIN et al, 2018; CORRIU et al., 1996). A funcionalizacdo da silica com grupos
organicos ¢ muito importante e pode seguir por diferentes rotas de sinteses, sendo envolvida
uma variedade de fungdes organicas inseridas nas cadeias e ancoradas covalentemente ao
suporte (AGUADO et al., 2009). A distribuicdo desigual da densidade eletronica nos grupos
silanois faz com que os mesmos manifestem um comportamento acido. Desta forma, os sitios
acidos sdo os responsaveis pelo controle da reatividade que ocorre na superficie da silica.
Assim como apresentado na Figura 5, estes silanois sdo denominados como vicinais, isolados

ou geminais (PRADO; FARIA; PADILHA, 2005).

Figura 5 - Esquema geral da estrutura da silica gel com seus grupos silanol livre, siloxano,

silanol geminal e silanol vicinal.

Uma das maneiras mais usadas para modificar a silica ¢ através das reagdes com
agentes silantes, que sdo reagentes bastante especificos e caros. Esses reagentes proporcionam
uma série de reacdes diferentes de imobilizacdo que dao origem aos compostos hibridos
inorganico-organicos (CASHIN et al.,, 2018; TROFYMCHUK; ROIK; BELYAKOVA,

2017). Devido a baixa acidez de Lewis do atomo de silicio, a ligacdo deste suporte com
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atomos de carbono tem carater apolar. Por isso, estes silanos sdo extremamente eficientes em
reagdes de imobilizagdo e proporcionam a efetiva ligagdo da parte organica do agente com o
suporte inorganico do 6xido. Essa ligacdo s6 ¢ possivel devido a reatividade dos grupos
silanois, que sao fracamente acidos, presentes na superficie da silica (JAL et al., 2004).

O uso de CDs funcionalizadas em silica ja4 vem sendo estudado e apresentando
resultados muito interessantes, como em biomedicina para liberagdo controlada de drogas
utilizadas no controle de células tumorais (BADRUDDOZA et al., 2013), na separagdo de
moléculas de colesterol de alimentos (SINHA et al., 2015), no tratamento de contaminantes
emergentes (CARVALHO et al., 2014; BHATTARAI; MURUGANANDHAM; SURI, 2014),
dentre inimeras outras aplicacdes. A infinidade de possibilidades quanto ao uso desse tipo de
material torna necessario o desenvolvimento de métodos menos onerosos para a
funcionalizagdo, principalmente no que se refere aos agentes ligantes. Além de avaliar as

propriedades para novas aplicagdes.

2.6 Adsorcao

A adsor¢do ¢ um fendmeno no qual um soluto, posto em contato com uma superficie
solida, é acumulado na interface do material. O material inicialmente adsorvido é o
adsorvato, e o material onde se faz a remocgao ¢ chamado adsorvente (ROUQUEROL et al.,
2013).

A adsor¢do tem se destacado como um processo de separagdo e remogdo de
determinados poluentes de efluentes industriais sejam eles metais pesados ou de natureza
organica (WANG; CHEN, 2015; YU et al., 2015; CRINI, 2005 e 2006), como os esteroides.
Os principios para um processo de adsorcdo eficiente sao baseados na escolha de um
adsorvente com alta seletividade, alta capacidade, longa vida e disponibilidade em grandes
quantidades a um baixo custo (FIGUEIREDO et al., 2000). Os principais fatores que
influenciam o equilibrio de adsor¢ao sdo a estrutura porosa do sélido, sua heterogeneidade e
propriedades quimicas superficiais. O fendmeno de adsor¢ao também depende das diferencas
entre as propriedades quimicas do solvente e adsorvato (CRINI, 2006; SALEH; GUPTA,
2014).

Existem dois processos de adsor¢do que podem ser caracterizados de acordo com as
forgas envolvidas: a adsor¢do fisica (fisiossor¢do) e a adsor¢do quimica (quimiossor¢ao). Na

adsorcao fisica as moléculas adsorvidas sdo retidas na superficie por forgas fracas de van der
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Waals e a formagao da multicamada ¢ possivel. Na adsor¢cao quimica, uma unica camada de
moléculas, atomos ou ions ¢ formada na superficie do adsorvente por ligacdes quimicas
(ROUQUEROL et al., 2013).

A classificacdo da adsor¢ao normalmente ¢ feita pelas cinéticas e isotermas de
adsor¢do, usadas na modelagem do fendmeno permitindo a determina¢do dos parametros
relacionados ao equilibrio do processo. Sdo curvas que determinam e apresentam os dados de
equilibrio de adsor¢do de um adsorvente especifico a temperatura constante (RUSSO et al.,
2016).

Um dos materiais mais amplamente empregados em processos de adsor¢ao ¢ o carvao
ativado (SALEH; GUPTA, 2014), porém o carvdo ativado ndo possui alta seletividade, seu
valor de mercado ¢ relativamente alto e o processo de reciclagem ¢ bastante dispendioso, além
de ndo regenerar o material com as mesmas caracteristicas iniciais, levando a perdas na sua
capacidade de adsorcao (BHATNAGAR; MINOCHA, 2006). Tais aspectos fazem com que
estudos sobre novos materiais adsorventes estejam sendo desenvolvidos, tais como, silica gel
(WANG et al., 2014), quitosana (ZHAO et al., 2014), derivados de celulose (GOEL et al.,
2015), argilas e alguns polimeros (COTTET et al., 2014; WESTON et al., 2014) e também as
CDs (KYZAS; LAZARIDIS; BIKIARIS, 2013; BHATTARAL; MURUGANANDHAM;
SURI, 2014).

2.7 Abordagem tedrica para formac¢ao de complexos de inclusdo com CDs

Estudos tedricos tem sido uma importante ferramenta utilizada na predi¢ao de uma
variedade de parametros moleculares. O conhecimento das estruturas e respectivas energias
envolvidas na formagao dos complexos de inclusdo entre moléculas convidadas e as CDs
fornecem importantes informacdes a respeito da estabilidade decorrente da interagdo
convidado/hospedeiro. Inameros trabalhos sdo realizados buscando avaliar a capacidade de
complexagdo de compostos com as CDs, conhecer as energias envolvidas e a conformagao
adotada pelo complexo apos a inclusio (WANG; HOU; XU, 2006; LIPKOWITZ 1998).
Compostos como a atrazina (PEREIRA et al., 2015), sulfadimetoxina (RAJENDIRAN; SIVA,
2014), praziquantel (OLIVEIRA; FERREIRA; MOTA, 2016), sulfanilamida (VENKATESH
et al., 2013), dentre outros, ja foram estudados em complexos de inclusdo com CDs

empregando-se métodos de modelagem molecular.
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Dentre os métodos disponiveis para a modelagem molecular, os classicos, que inclui
os métodos da mecanica molecular e da dindmica molecular, e os quanticos, que inclui os
métodos ab initio e semi-empiricos, tém sido as aproximagdes mais rotineiramente utilizadas.
A opc¢do entre uma ou outra aproximacao ira depender de quais propriedades se pretende
avaliar, da precisdo desejada e da capacidade computacional disponivel para a realizagdo dos
calculos (SANT’ANNA, 2009).

Os célculos utilizando mecanica molecular tem despertado um crescente interesse da
comunidade académica, em fun¢ao da aprimoracao dos métodos e do melhor desempenho dos
computadores disponiveis. Esse tipo de modelagem molecular ¢ relativamente simples, pois
permite o estudo de sistemas, como aqueles contendo CDs, em menor tempo que os ensaios
experimentais e os métodos quanticos, além disso, podem ser realizados em computadores
pessoais, o que resulta em célculos computacionais baratos e praticos (YOUNG, 2004).

Enquanto a mecanica quantica trata da descricdo matematica do comportamento dos
elétrons, prevendo propriedades de um atomo ou molécula, usando fungdo de onda ou
densidade eletronica, a mecanica molecular consiste na utilizagdo de uma equacdo mais
simples para a energia de um composto. As constantes utilizadas nessa equagao sao obtidas a
partir de dados espectroscopicos ou calculos ab initio, cujo conjunto de equagdes com suas
constantes associadas ¢ denominado de campo de forga, do inglés “force field”. Para a grande
maioria dos casos, o interesse ¢ encontrar geometrias de moléculas estaveis e/ou diferentes
conformagdes, inclusive a interconversao entre elas. O problema ¢ entdao reduzido a encontrar
minimos de energia, e possivelmente também alguns pontos de sela de primeira ordem, na
superficie de energia potencial (JENSEN, 2017).

Na mecanica molecular as moléculas sdo descritas como uma cole¢ao de atomos de
diferentes tamanhos e “maciez”, e ligados entre si por forgas eldsticas ou harmonicas, de
forma mais simplista, ligacdes com diferentes tamanhos e “rigidez”. As forcas envolvidas sao
descritas pelas fun¢des de energia potencial das contribui¢des estruturais, por exemplo os
comprimentos de ligacdo (r), angulos de ligacdo (6), angulos diedros (¢) e interagdes nao
ligadas (d). O conjunto destas fung¢des ¢ conhecido como campo de forga empirico, e
representa a energia potencial molecular em relagdo a uma geometria de referéncia, em um
determinado sistema de coordenadas, como mostra a Equagcdo 4 (COELHO et al., 1998;

JENSEN, 2017).

U= U@+U@O)+D U@+ Ud)+.. (4)
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Assim, a energia, U, de uma molécula ¢ a soma de todas as contribui¢des de energia, também
conhecida como energia estérica da molécula. Outros tipos de intera¢des que influenciam nos
valores de energia, como as interagdes eletrostaticas ou ligagdes de hidrogénio, também
podem ser adicionadas ao campo de forga, bem como as interacdes cruzadas, as quais
consideram certo numero de intera¢des entre comprimentos de ligacdo, angulos de ligacao e
diedros, interagdes carga-carga e dipolo-dipolo. A escolha do numero ou tipo de funcdes de
energia potencial a serem utilizados ¢ feita com base nas propriedades moleculares que se
queira reproduzir, permitindo calculos das propriedades geométricas, vibracionais e
termodinamicas (COELHO et al., 1998).

A dindmica molecular ¢ uma extensdo da mecanica molecular, cujas simulacdes
facilitam a compreensdo a nivel microscopico e as escalas de tempo de mecanismos, que
muita das vezes s6 ¢ passivel da observacao macroscopica no laboratério. Normalmente, se
fornece um palpite sobre as interagdes entre as moléculas e sdo obtidas as previsdes de suas
propriedades em massa. Assim, essas simulagdes atuam como uma ponte entre a teoria e
pratica. A simulacdo de dindmica molecular consiste na solucdo numérica das equagdes
classicas de movimento, que para um sistema simples pode ser descrito de acordo com as

Equagdes 5 e 6 (ALLEN, 2004).

mi; = f, fi=-——U (5¢6)

Onde deve ser possivel o célculo das forgas que atuam nos atomos, que geralmente sio
derivadas de uma energia potencial U("), em que " = (r;, r5, ... ry) representa o conjunto
completo de coordenadas atomicas 3N (ALLEN, 2004).

Outro método de modelagem abordado neste trabalho de tese ¢ o da dinamica de
particulas dissipativas (DPD). A DPD trata-se de um método de simulagdo mesoscdpica,
introduzido para descrever o comportamento hidrodindmico complexo, como uma alternativa
as simulagdes de dindmica molecular contemplando todos os atomos presentes, € que para
sistemas grandes apresentem limitagcdes como o tempo gasto para obtengao dos resultados. A
dindmica molecular fornece muitos detalhes do movimento real das moléculas em um fuido,
enquanto que, se o interesse ¢ no comportamento hidrodindmico, pode ser adotado um olhar

mais grosseiro ao sistema. Dessa forma, em DPD as particulas sdo consideradas como porgdes
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de moléculas agrupadas para formar uma particula fluida, ¢ ndo moléculas em um fluido
simples (ESPANOL; WARREN, 1995). Nesse tipo de simulagio, um conjunto de atomos
pode ser agrupado, de maneira a formar uma unica entidade, os beads, reduzindo assim o
numero de varidveis do sistema. Consequentemente, podem ser realizadas simulagdes com
moléculas grandes em periodos de tempo bastante razoaveis (ESPANOL, 2005).

A técnica de simulagao de DPD ¢ baseada na simulagdao de esferas macias (beads),
cujo movimento € regido por certas regras de colisdo. Nesse sistema, as particulas interagem
por trés forgas, sendo uma forga conservativa (F¢), uma forga dissipativa (Fp) e uma forga
aleatoria (Fy), sendo que, as forcas dissipativa e aleatoria t€ém que satisfazer a uma certa
relagdo, para que o sistema apresente a mecdnica estatistica correspondente ao conjunto
candnico, com uma temperatura relacionada as amplitudes relativas das interacdes aleatorias e
dissipativas (GROOT WARREN, 1997). O somatorio dessas trés forcas (Equacgdo 7),
corresponde a forga total de uma dada particula (ESPANOL; WARREN, 1995).

fi - ZE/C +ZEJP +ZF;‘/‘R (7)

J# J#I J#

Dessa forma, esse tipo de modelagem pode sevir para a modelagem dos estudos de
complexagdo entre a MT e as CDs livres e funcionalizadas em silica, ampliando o
conhecimento a nivel mesoescalar e fornecendo dados e modelos para simulagdes das CDs

com outros compostos.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

As CDs sao macromoléculas com amplo espectro de aplicagdo na complexacao com
substratos, capazes de alterar suas propriedades fisico-quimicas, entregar principios ativos em
sitios alvo, modular a liberagdo e melhorar a biodisponibilidade desses compostos. E a
associacdo desses oligossacarideos com sistemas poliméricos, como a silica, confere novas
finalidades para o comp0sito, as quais nao seriam possiveis com os sistemas isolados.

Neste estudo foram preparados e caracterizados os complexos de inclusdo entre a gCD
e a MT. A liofilizagdo ¢, sem sombra de duvidas, o melhor método de preparo para esse tipo
de complexo em detrimento do preparo por malaxagem. Os estudos avaliaram que a
complexacgdo ¢ bastante favoravel, apresentando uma constante de associagdo (Ka) em meio
aquoso de 26.600 L mol'. Os resultados de Dindmica Molecular concordam com os
resultados experimentais, para uma complexagao na razao molar de 1:1, a molécula de MT ¢
totalmente inclusa na cavidade hidrofobica da gCD, e a extremidade do esteroide que
apresenta o grupamento carbonila permanece voltado para a cavidade mais ampla do
oligossacarideo. A complexa¢do promove um incremento de solubilidade para a MT de 17
vezes, ¢ as fracoes complexadas em meio aquoso € no estado sélido apresentaram valores
bastante semelhantes, 86 e 83% respectivamente. Os ensaios de liberagdo in vitro, realizados
em compartimentos de didlise, mostram que a complexacdo altera o perfil de liberacdo do
hormoénio em meio aquoso, promovendo-a de forma mais lenta quando comparado a MT
livre. Assim, essas formulagdes sdo passiveis de preparacdo, possuem potencial para
aplicacdo da aquicultura de inversdo sexual, e devem ter sua absorc¢do investigada in vivo, a
qual podera apresentar os efeitos esperados com dosagens reduzidas.

Os hormonios esteroides, como a MT, podem ser bioacumulativos e promover uma
série de danos a organismos vivos nao tratados, e o descarte das aguas residuais, mesmo que
em concentragdes pequenas ¢ bastante preocupante e merece atencdo. As CDs apresentam
grande compatibilidade para formar complexos de inclusdo com a MT, no entanto ¢ soluvel
em meio aquoso. A sua funcionalizacao a superficie da silica possibilita trabalhar com o
material em um meio heterogéneo, facilitando sua remocdo e possivel reutilizacdo. A
funcionalizacdo foi realizada utilizando-se o &cido citrico como agente ligante, sendo
economicamente mais viavel que o emprego dos organossilanos habituais. O percentual de
funcionalizacdo foi elevado, em torno de 60% de contetdo organico foi enxertado a matriz
inorganica. De acordo com as caracterizagdes realizadas, o aconramento ocupa os sitios e/ou

obstrui os poros de adsor¢do da silica, reduzindo sua area superficial especifica. O mecanismo
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de funcionalizagdo, investigado por espectroscopia na regido do infravermelho e ressonancia
magnética nuclear, indica que o acido citrico atua como agente de ligagdo através de uma
reagdo de esterificagdo entre o silanol da superficie inorganica com a hidroxila secundaria do
oligossacarideo.

O compdsito obtido foi entdo avaliado quanto a sua capacidade para remogao do
hormoénio MT em meio aquoso. De acordo com os modelos de isotermas e cinéticos
empregados no estudo, a adsor¢ao do esteroide ¢ favoravel, ndo é controlada majoritariamente
por difusdo, ocorre em sitios independentes, formando uma monocamada de adsorvato e ¢
regida por interacdes de natureza fisica. Resultados esses que concordam que a remogao
esteja ocorrendo pela complexagdo da MT com a cavidade hidrofébica da bCD. Em sistema
de filtragem em coluna o composito foi capaz de remover o hormdnio da dgua, até o limite de
7,56 mg g' de composito, quando o hibrido comeca a perder eficiéncia. O ensaio de
dessorcao foi trabalhado pensando no deslocamento do equilibrio para a descomplexacao em
meio contendo etanol, ocorre de forma bastante rapida, regenerando o material e deixando-o
apto ao reuso. Dessa forma, o estudo apresenta grande relevancia para aplicagdo desse
material em filtros para remog¢ao de MT em efluentes da aquicultura e pecuaria contendo esse
hormonio, e também podera ser avaliada sua aplicabilidade para outras moléculas esteroides.

As tentativas para o desenvolvimento de um modelo mesoscopico para a molécula de
MT conjuntamente a avaliagdo dos parametros de repulsdo com as CDs, estudado com
dindmica de particulas dissipativas (DPD), mostraram que as forcas hidrofobicas,
impulsionam as interagdes entre o hormdnio e as CDs. Um modelo para a gCD conseguiu
simular a complexacdo a valores proximos do experimental, no entanto, um modelo
representativo deveria funcionar para as demais CDs, e isso ndo ocorre. Ha ainda detalhes
para serem trabalhados, a complexacao da MT em bCD ocorre na razao molar de 1:2, mas nas
simulagoes DPD, esse percentual ainda nao ¢ alcangado. A complexacdo entre as faces
hibridas, mais ou menos densa, parecem inicialmente estar relacionada com a probabilidade
de colisdo, e em seguida a aglomeragcdo com as regides mais hidrofobicas. Os resultados
detalham avangos para essa modelagem, que poderd ser util para estudos em escala
mesoscopica com esse tipo de esteroide, ou demais compostos a serem inclusos com CDs, no
entanto carece de mais investigacdes para a concretizacdo de um modelo representativo para
todas as CDs.

De modo geral, o complexo entre a MT e a gCD apresenta potencial para ser

empregado na reversdo sexual de alevinos na aquicultura contribuindo para o
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desenvolvimento sustentavel, pois permite, possivelmente, a melhoria na acdo do hormonio e
evita a aplicacdo de quantidades excedentes na ra¢do animal. Assim reduz-se os custos de
tratamento da 4gua de manejo, consequentemente o risco ambiental e aumenta a producdo de
um pescado de qualidade e com menores riscos de contaminagdo por residuos de hormoénios
esteroides. Além disso, os resultados mostram que a bCD funcionalizada em silica pode ser
usada para a remocdao de MT em meio aquoso. Certamente esse material pode contribuir na
reducdo de impactos ambientais gerados pelo descarte indiscriminado desse tipo de

contaminante emergente nos cursos hidricos.
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ARTIGO 1

Artigo a ser submetido a revista Carbohydrate Polymers

COMPOSTOS DE INCLUSAO MOLECULAR ENTRE O HORMONIO
METILTESTOSTERONA E y-CICLODEXTRINA

RESUMO

Os complexos de inclusdo entre a metiltestosterona (MT) e a y-ciclodextrina (gCD) foram
preparados e caracterizados em dissolucdo e fase solida. O complexo promoveu um
incremento na solubilidade do hormoénio de 17 vezes, tem solubilidade limitada e
estequiometria de 1:1 (MT:gCD) determinada pelos experimentos de absor¢cao UV, DSC e
RMN. A constante de associacdo, Ka, determinada por DOSY ¢ de 10.970 L mol™ (utilizando
DMSO0-d¢/D,0) e a fragdo complexada de 86%, enquanto que em agua o valor de Ka ¢ de
26.600 L mol™, determinado por isoterma de solubilidade. A fragio complexada em estado
solido ¢ de 83%, avaliado por DSC, e permanece similar quando o mesmo se encontra em
fase liquida. Experimentos de ROESY 2D indicam a orientagdo intermolecular (inclusdo
completa do hormdnio na cavidade), com a carbonila voltada para a face mais ampla da gCD.
Simulagdes de Dinamica Molecular corroboram com a formac¢do do complexo de inclusdo
1:1. E os testes de liberagao in vitro mostram que, para o complexo, a difusao da MT através
da membrana € cerca de 40% mais lenta que em sua forma livre. Esses resultados demonstram
claramente a complexacdo da MT em gCD, cujas formulagdes sdo promissoras para futuras
aplicagdes envolvendo este esteroide na aquicultura, tanto para reversdo sexual como em

tecnologias de sequestro de hormonio em agua.

Paravras Chave: Ciclodextrina, complexos de inclusdo, Metiltestosterona, RMN, Reversao

sexual
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1. Introducao

A industria pesqueira apresenta um importante papel na producdo de alimentos e
requer cada vez mais novas tecnologias para a producao de pescado, que vem ganhando um
espago mais continental. Enquanto a pesca de captura tem-se mantido constante, com
producdo anual em torno de 90 milhdes de toneladas de 2000 a 2015, a aquicultura vem
crescendo expressivamente, com um salto de 33 para 76,6 milhdes de toneladas neste mesmo
periodo (FAO, 2017).

A aquicultura continental se destaca da marinha, com uma producdo bem mais
elevada, 48,7 contra 27,8 toneladas em 2015 (FAO, 2017). Dentre os pescados produzidos, a
tilapicultura tem chamado a aten¢ao nas ultimas décadas pela sua expansao em todo o mundo,
assim como a rapida industrializacdo dos sistemas de producdao deste pescado. Como
resultado, a producdo mundial de tilapia cultivada aumentou de 384 mil toneladas, em 1990,
para 3,5 milhdes de toneladas em 2010, representando um aumento de 4,5% para 8,4% da
produgdo total de peixes de cativeiro (FAO, 2012). A estimativa de crescimento na producao
desse pescado aumenta, e juntamente com a carpa e o peixe-gato, deverdo representar 60% da
producao aquicola mundial em 2025 (FAO, 2016).

A tilapicultura ¢ baseada, em sua maior parte, na produ¢ao de populagdes monossexo
por meio das técnicas de masculinizacao (El-Greisy & El-Gamal, 2012). Os peixes revertidos
sexualmente apresentam taxas de crescimento mais rapidas, sao mais tolerantes a alteracdes
nas condigdes ambientais, apresentam maior resisténcia ao estresse ¢ doengas, possuem uma
conservagdo de energia mais elevada e maior uniformidade de tamanho na colheita (El-Sayed,
Abdel-Aziz, & Abdel-Ghani, 2012). Dentre os principais métodos utilizados na obtencao de
populagdes monossexo de peixes, a inversdo hormonal do sexo envolvendo a administragao
de androgenos sintéticos ¢ a técnica mais utilizada comercialmente (Singh, 2013), sendo a
1 7a-metiltestosterona (MT) o andrégeno sintético mais largamente empregado na produgdo
de tilapias (El-Sayed, Abdel-Aziz, & Abdel-Ghani, 2012). No entanto, assim como 0 uso em
humanos, a rapida absorcao da molécula pelo organismo (Arlt, 2006) pode ser um fator
limitante, que requer a ministracdo de repetidas doses refletindo também em seus efeitos,
além de tornar mais preocupante os riscos ambientais com os niveis de esteroides ndo
absorvidos que ficam na agua.

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, formados por mondmeros de D-
glicose e unidas por meio de ligacdes glicosidicas a-1,4, obtidas a partir da degradagdo

enzimatica do amido (Villiers, 1981; Mura, 2015), sendo as CDs a, B e v, de ocorréncia
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natural, que possuem maior nimero de aplicagcdes. Descobertas por Villiers em 1891 figuram
atualmente como um dos carreadores de moléculas mais estudados (Peng et al., 2017; Monteil
et al., 2017; Song et al., 2017; Anirudhan, Divya, & Nima, 2016). Estas macromoléculas
possuem a forma de cone truncado cuja cavidade contém um esqueleto carbdnico com
hidrogénios e oxigénios glicosidicos voltados para o seu interior formando uma zona de alta
densidade eletronica. Grupos hidroxilas secunddrias estdo situadas na extremidade mais larga,
enquanto os grupos hidroxilas primarios na parte mais estreita. Devido a distribui¢do dos
grupos funcionais que formam a CD, a parte externa adquire carater hidrofilico e a interna
hidrofobica, possibilitando acomodar em sua cavidade uma série de substratos, cuja
complexag¢do depende essencialmente da compatibilidade estérica e dos critérios de
polaridade com a molécula héspede (Szejtli, 2013; Loftsson & Brewster, 2012).

A modificagdo das propriedades fisico-quimicas das moléculas convidadas sdo os
efeitos mais significativos da complexacdo com CDs. Esses efeitos sdao observados
especialmente na solubilidade e na liberacdo do composto complexado. Como consequéncia
disso, a administracdo de compostos complexados em CDs influencia na intensidade e
duragdo dos efeitos esperados para a molécula (Loftsson & Brewster, 2012). Portanto, o
emprego das CDs na formagao de complexos de inclusdo com a MT representa uma nova
possibilidade de método para a inversdo sexual e carece ser investigada.

Estudos realizados anteriormente atestam que o encapsulamento da MT em duas
moléculas da B-ciclodextrina (bCD) eleva a solubilidade aquosa do esteroide além de
promover uma liberacdo in vitro mais lenta. No entanto, a acomodag¢ao da MT no interior da
cavidade da bCD ¢ bastante justa o que limita os movimentos da molécula héspede (Carvalho
et al., 2018). A complexacdo com a y-ciclodextrina (gCD), oligossacarideo composto por 8
mondmeros de D-glicose, deve propiciar um maior grau de liberdade para o movimento da
MT na cavidade hidrofobica propiciando diferentes mudangas fisicas e quimicas, no que tange
a solubilidade, liberag¢do e consequentemente sua biodisponibilidade, em relagdo a MT livre e
também complexada em bCD. Assim, este trabalho trata do preparo de complexos de
inclusdo entre a gCD e a MT, e a caracterizagdao experimental dos complexos em fase liquida

e solida, além dos estudos de modelagem molecular para os complexos formados.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Solugdes e reagentes

Todas as solucdes foram preparadas utilizando 4gua ultra pura obtida por sistema
Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA, USA). Foram utilizados y-ciclodextrina (gCD, 98%,
sigma Aldrich) e 17-o-metiltestosterona (MT, pureza minima de 97%, Sigma Aldrich). O
etanol utilizado foi grau HPLC (99,8%, Merck™), agua deuterada (D,O, 99,9%) e
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg, 99,8%) ambos da Acros Organics®.

2.2. Preparagao dos complexos de inclusdo

Os complexos de inclusdo, entre a MT e a gCD na razao molar 1:1, foram preparados
de acordo com metodologia descrita por Carvalho et al. (2018). Quantidades equimolares de
MT e gCD foram adicionados em solugdo aquosa de etanol a 10%, mantida sob agita¢do
constante por 7 dias a 25 + 1 °C, congelada em nitrogénio liquido e posteriormente
liofilizado.

Outra metodologia utilizada para preparo dos complexos foi a malaxagem, em que foi
obtida uma pasta ao se umedecer quantidades equimolares de MT e gCD com agua
deionizada, que foi posteriormente seca em estufa a 45 °C. A mistura fisica entre MT e gCD
também foi preparada, pela simples mistura mecanica dos componentes, em um almofariz,

por 10 min.

2.3. Avaliagdo da complexacdo por espectroscopia na regido do UV

A intera¢do entre as moléculas de MT e gCD foi observada pelos espectros de
absor¢do obtidos na faixa de 200 a 300 nm em um equipamento UV-Vis da Shimadzu,
modelo UV-1800. Neste ensaio foi mantida constante a concentracdo de MT enquanto
variacoes eram feitas na concentragdo de gCD, cujo preparo das solugdes aquosas foram
feitos nas propor¢des de 1 MT para 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 5 ¢ 10 de gCD.

A complexa¢do em meio aquoso envolve a mudanga da molécula héspede de um
ambiente de solvatacao hidrofilico para outro mais hidrofobico. Assim, como modelo de

comparagao com 0s espectros obtidos com a interagdo MT:gCD, o comportamento mediante a
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absor¢ao de radiagcdo UV da MT foi investigado em solucdes de diferentes constantes
dielétricas. Espectros da MT na concentragdo de 20 pmol L' foram obtidos na faixa de 200 a
300 nm em meios contendo diferentes propor¢des dgua:etanol, com fragdes variando de 0 a 1
e soma constante (Wohlfarth, 2008).

Os valores de energia foram determinados pela Equacao 1, em que h corresponde a
constante de Planck (6,63 10°* J s), ¢ ¢ a velocidade da luz no vacuo (2,99 10 ms')ed o

comprimento de onda (Skoog, Holler, & Crouch, 2017).

A (1)

2.4. Isoterma de solubilidade

O efeito da gCD na solubilidade da MT foi realizado como descrito pelo método de
Higuchi e Connors (1965), em é4gua ultrapura a 25 +£ 1 °C. Neste ensaio, quantidades
crescentes de gCD (0 a 8 mmol L' ) foram adicionadas a uma solugo com excesso de MT (2
mmol L") e mantidas sob agitacio constante por 24 horas. Posteriormente, as suspensdes
foram centrifugadas e filtradas em filtros MillexGP de 0,22 pum e quantificadas em

espectrofotomero (Varian, model Cary Probe 50) em A de 249 nm.

2.5. Ensaios de liberagdo da MT in vitro

Os ensaios de liberagio da MT foram realizados em triplicata utilizando
compartimento de dialise com area de secdo transversal de 0,81 cm?. Foi utilizada membrana
com poro de exclusao molecular de 1000 Da (Sigma-Aldrich) para separacdo entre o
compartimento doador e o receptor. Aliquotas de 2 mL de solugdo 1,6 mmol L de amostra
(complexo de inclusdo e MT livre) foram colocadas em compartimento doador e imersas em
78 mL de solucao aquosa contendo 5% de etanol. A liberagdo do hormonio foi monitorada

por leituras a 249 nm em espectrofotometro, em intervalos de tempo predefinidos.
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2.6. Calorimetria diferencial exploratoria

Os experimentos de calorimetria diferencial exploratoria (DSC) foram conduzidos em
calorimetro de DSC da Shimadzu DTA-AH. Amostras de 5 mg foram aquecidas a uma

velocidade de 10 °C min™', em um intervalo de 30-300 °C sob fluxo de N, a 30 mL min™.

2.7. Experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As amostras foram preparadas em D,O e DMSO-d¢ como cosolvente em uma
concentracio de 4 mmol L', agitadas em vortex e analisadas em espectrometro de
ressonancia Bruker Avance I11-400 com sonda de deteccao inversa BBI, a 25 °C. Os espectros
de hidrogénio foram obtidos com 16 varreduras, intervalo entre varreduras de 2 s com pré-
saturagdo do sinal da agua, tempo de aquisi¢do de 7,3 s (64 k pontos), janela espectral de
4485,65 Hz e utilizando como referéncia o pico da dgua residual (4,7 ppm). Os dados foram
analisados utilizando o software MestReNova.

Para o experimento de Job Plot foram preparadas solucdes entre a gCD e a MT, em
D,0O e DMSO, variando a razdo molar de 0 a 1 e mantendo constante a soma das
concentragcdoes. O parametro fisico-quimico observado foi a variagdo do deslocamento
quimico do H5 da gCD. Para determinar a estequiometria os dados foram racionalizados no
grafico de rAdqps versus r, onde r = [MT] / ([MT] + [CD]).

As medidas de DOSY foram realizadas utilizando um big delta (A) de 100 ms e little
delta (6) de 1,2 ms (1200 ps). Foram obtidos 16 pontos para a constru¢ao da curva, numa
variagdo linear da forca do gradiente entre 2 e 98%. Cada um dos pontos foi adquirido pela
aquisi¢ao de 8 varreduras, com intervalos de 5 s. O tempo de aquisi¢do foi de 3,98 s (64 k
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 dos dados adquiridos processados no software TopSpin 3.0
Bruker.

Nas medidas de ROESY-2D foi utilizado um tempo de mistura de 250 ms, e
adquiridos 256 transientes para gerar a 2* dimensao (F1). O sinal foi adquirido com 2048
pontos em F2, janela espectral de 4411,46 Hz, intervalo de varreduras de 2 s e nimero de

varreduras igual a 64. A temperatura do experimento foi de 25 °C.
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2.8. Avaliagao tedrica da formacao dos complexos de inclusao

A modelagem computacional das estruturas dos complexos de inclusao MT:gCD
foram feitos por Mecanica Molecular (otimizagdao) e Dinamica Molecular (dindmica de
evolucdo ao longo do tempo), executado com o programa Macromodel (Macromodel, 2014),
e usando os campos de forcas MM3* (MM3*, 2014) e AMBER* (AMBER*, 2012). Os
modelos para a MT e a gCD foram retiradas de trabalhos do grupo (Carvalho et al., 2018;
Jaime et al., 1990).

Os calculos no vacuo foram realizados usando os pardmetros de constante dielétrica e
carga atdmica fornecidos por cada campo de forca. As minimizagdes de energia foram
realizadas exclusivamente no vacuo usando o método de otimizagdo de gradiente conjugado
Polak-Ribiere, com um critério de convergéncia de 0,05 kJ mol™.

Para os calculos de Dindmica Molecular, realizados no vacuo e em agua, foram
utilizadas as estruturas de mais baixa energia obtidas pelos calculos de Mecéanica Molecular.
As simulagdes foram conduzidas utilizando o algoritmo de Verlet (dindmica molecular
padrao) (Verlet, 1967) a uma temperatura de 298 K, com “passo de tempo” de 1,5 fs, tempo
de equilibrio de 1000 ps e tempos de simulacao de 10000 ps. Para comparacao das energias
antes e apos a complexagdo também foram realizados calculos com sistemas em que a MT foi
mantida a 12 angstrons do centro da cavidade da gCD, onde aparentemente os efeitos

energéticos entre as estruturas podem ser considerados despreziveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliaciao da complexacio por espectroscopia na regido do UV

A forma como as moléculas organicas vao absorver radiagdo UV depende das
transi¢des eletronicas que podem ocorrer e os efeitos do ambiente em que estdo os d&tomos sob
transi¢do. A alteracdo nas propriedades espectroscopicas de uma molécula inclusa na
cavidade das CDs pode ser, normalmente, interpretada em termos das interagdes dielétricas
(Lambert et al., 2011). Dessa forma, o efeito da gCD em uma solugdo de MT pode ser
comparado em fung¢do dos efeitos de polaridade. O estudo da polaridade dessas moléculas
pode ser feito com o auxilio de solventes cujos parametros sdo bem conhecidos, portanto esta

avaliagdo ocorreu com o preparo das amostras de MT em diferentes proporgdes de
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agua:etanol (Wohlfarth, 2008), para posteriormente servir de parametro para as interacdes da
MT com a gCD.

Com a diminuicao da polaridade do meio, os espectros obtidos (Figura 1a) sofreram
deslocamentos para comprimentos de onda menores (A4 = 9 nm). O deslocamento
hipsocromico ¢ devido aos efeitos de conjugagdo, neste caso especifico as transi¢des 7 —r*.
Compostos que apresentam o grupo carbonila em conjugagdo com um grupo etileno tem
como caracteristica uma banda intensa na regido compreendida de 215-250 nm, com &, entre
10.000 e 20.000, e sofrem deslocamento batocromico com o aumento da polaridade do
solvente (Silverstein, 2014).

De modo similar ao que ocorre com a adi¢do de etanol a 4gua, o aumento na
concentracdo de gCD promove um deslocamento nos comprimentos de onda méximo da MT
para valores menores (Figura 1b), evidenciando assim a mudanca do ambiente de solvatacao
da MT para um ambiente mais hidrofobico. As interagdes entre a cavidade gCD e a MT sdo
favoraveis elevando o nivel energético das transi¢des eletronicas (Figura 1c), que € mais
pronunciado até razdo molar 1:1, permanecendo constante mesmo com o aumento das
propor¢des. Apenas quando se excede a concentragdao de gCD em 5 ou mais vezes, ocorre um
ligeiro deslocamento do 4,4 para um nivel mais energético. Estes resultados podem sugerir
que a complexacdo esteja ocorrendo em meio aquoso na razdo molar de 1:1. Sendo a
complexagdo descrita como um equilibrio dindmico (Loftsson & Brewster, 2012), com
moléculas do convidado entrando e saindo da cavidade das CDs, ¢ coerente considerar que
parte dessas moléculas ndo se encontram complexadas. Com o0 aumento excessivo na
concentracdo de gCD, esse equilibrio ¢ deslocado e o esteroide se vé mais forcado a
complexar-se e permanecer na cavidade, o que possivelmente justifica o ultimo deslocamento
do espectro UV com o aumento na concentragdo de gCD em 5 e 10 vezes a de MT.

A variacdo nos valores de 4, encontrados nestes espectros (249, 248 e 247 nm)
mostra que a solugdo de MT:gCD em propor¢ao igual ou superior a 1:1 se encontra em um
ambiente de solvatacdo semelhante aquele cuja constante dielétrica ¢ de 59,6. As variagdes
nos valores de constante dielétrica encontrados na literatura sao grandes, possivelmente ao
fato de haver moléculas de solvente no interior da cavidade da CD juntamente ao hdspede,
dificultando a separagdo dos efeitos de solvatacdo convidado/solvente e convidado/CD
(Lambert et al., 2011). No entanto, esse experimento pode nos fornecer indicios da ocorréncia
da formacao dos complexos entre a gCD e o esteroide em meio aquoso, além de nos induzir a

dizer que a provavel estequiometria de complexacdo seja de 1:1.
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Figura 1 Espectros de absorbancia da MT em meios com diferentes polaridades (a), em
solucdes com proporcdes crescentes de gCD (b) e correlagdo entre razao MT:gCD e valores

de energia (c)

3.2. Isoterma de solubilidade para o Complexo MT:gCD

A complexacdo em CDs pode ocasionar em alteragdes nas propriedades fisico-
quimicas da molécula convidada, como a melhora da solubilidade (Loftsson & Brewster,
2012). O diagrama de solubilidade da MT e gCD (Figura 2), indica que a gCD promove um
incremento na solubilidade de 17 vezes, aproximadamente 3 vezes superior ao aumento
promovido pela bCD (Carvalho et al., 2018). A bCD ¢ menos soluvel em agua que a gCD,
18,5 e 230 g L' respectivamente, portanto é coerente que a gCD propicie um incremento
mais significativo na solubilidade da MT. Semelhante ao perfil encontrado para a bCD em

trabalho anterior do grupo, o diagrama para a gCD evidencia uma isoterma do tipo B (Szejtli,
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2013), com uma regido de platd configurando a formagdao de complexo com solubilidade

limitada e posteriormente precipitagdo com o progressivo aumento na concentragao de gCD.
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Figura 2 Diagrama de solubilidade para a MT e gCD

De acordo com os modelos de solubilidade propostos por Higuchi e Connors (1965), a
porc¢do linear que antecede a regido de plato neste tipo de isoterma pode ser utilizada para a
determinagdo de uma constante de associacdo aparente (Ka) conforme segue a Equagdo 2,
com S correspondendo a solubilidade intrinseca do convidado. Apesar do valor da constante
de associacdo poder ser significativamente modificado pelas diferentes associagdes e grau de
hidratagdo dos componentes em equilibrio em uma solugdo com excesso de analito, serve
como um importante parametro de comparagdo com sistemas semelhantes e também indicam

o quao forte sdo as associagdes que ocorrem entre a CD e o convidado.

inclinacdo

a =
S, (I —inclinagdo) (2)

O valor para a constante de associa¢do obtido por esse método ¢ de 26.600 L mol™,
similar aos valores encontrados na literatura para a progesterona, 24.000 L mol™' (Uekama et
al., 1982), comprovando a complexacdo e a existéncia de uma forte interagdo entre o

horménio e a cavidade da gCD.
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3.3. Ensaios in vitro da liberacao da MT

A curva de liberacao da MT conduzido em sistema de didlise (Figura 3) apresenta o
efeito da complexagdo em gCD na taxa de liberagao do esteroide. Neste ensaio, a MT tem
capacidade de atravessar os poros da membrana, porém as moléculas de gCD ndo a
atravessam e, desta forma, ¢ possivel observar a influéncia da incorporagdo em gCD na
velocidade de liberagdao da molécula de MT.

Pela anélise das curvas observa-se que a difusao da MT nesse arranjo experimental de
dialise ocorre de maneira bastante lenta. As curvas apresentadas na Figura 10 dao indicios de
estabilizagcdo apds 60 horas de dialise (4,5 dias). De acordo com as curvas obtidas, nesse
periodo, cerca de 72% da MT livre ¢ liberada, enquanto que aproximadamente 46% da MT ¢

liberada nos sistemas em que ela est4 associada a gCD.
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Figura 3 Porcentagem de liberagao da MT livre (a) e MT:gCD 1:1,a 26 + 2 °C.

Dessa forma a associacdo da MT na cavidade da gCD altera os parametros de difusdo
da molécula hospede (Mura, 2014; Del Valle, 2004), podendo prolongar seu tempo de atuacao
e retardar a rapida absorcao que ocorre in vivo. Assim como a bCD, com liberagdo da MT
complexada na ordem de 50% (Carvalho et al., 2018), a libera¢do mais lenta para o complexo

em gCD demonstra a eficacia do sistema para o objetivo proposto.
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3.4. Avaliacio da formacao dos complexos de inclusio por calorimetria diferencial

exploratoria

Com a calorimetria diferencial exploratéria (DSC) foram obtidos os termogramas
mostrados nos graficos a seguir (Figura 4), por meio dos quais ¢ possivel notar os picos
endotérmicos que caracterizam cada substincia isoladamente e também os complexos de

inclusdo.
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Figura 4 Termogramas de DSC para a MT, gCD, mistura fisica (MF), e os complexos
MT:gCD preparados por malaxagem (MA) e liofilizacao (LI).

O termograma para a MT ¢ bastante caracteristico dessa estrutura com um pico agudo

em 165,62 °C correspondente ao seu ponto de fusdo e AH de 72,56 J g'. Estes valores sdo
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condizentes com os dados presentes na literatura, que indicam uma faixa limite de 162 a 168
°C para a temperatura de fusdo do esteroide e uma entalpia de fusio em torno de 84 J g’
(L’vova et al., 1995).

As curvas de DSC indicam claramente a ocorréncia de complexagao entre a MT ¢ a
gCD para ambas as formulagdes produzidas, por malaxagem e liofilizagdo, em decorréncia da
supressao do pico referente a fusdo da MT (Mura, 2015), sendo aparentemente melhor para o
complexo produzido por liofilizagdo. A andlise da estequiometria de complexacdo pelos
termogramas ainda gera davidas pelo fato do complexo 1:1 ndao ter o pico da MT
completamente suprimido do termograma, no entanto sua magnitude ndo ¢ consideravel para
indicar que a estequiometria ocorra na razao de 1:2. O mais aceitavel é que a complexagdo
esteja ocorrendo na razdo molar de 1:1 e ndo ¢ 100% eficiente, como calculado a seguir.
Como a mistura fisica trata-se da simples mistura mecanica entre os componentes, nas razdes
molares apropriadas (1:1), e na auséncia de solvente, ndo ¢ esperado nenhuma interagao
significativa no que tange a inclusdo da molécula hospede na cavidade da CD. Portanto, os
calores de reacdo deste preparo podem ser utilizados para estimar a eficiéncia na complexacao

da MT em gCD de acordo com a Equacao 3 (Grandelli et al., 2013):

Yolnclusdo = 100|:1 - ﬁ} ?3)

complexo

onde AHr € AH compiexo correspondem respectivamente as entalpias de fusdo da MT na mistura
fisica e nos complexos preparados. Com os valores da entalpia obtidos pela integracao do pico
de fusdo para a MT, a eficiéncia determinada para a complexagdo foi de 83,32% para o
complexo preparado por liofilizacdo e 63,38% por malaxagem. Ao contrario da formulagao
obtida por liofilizacdo, a quantidade restrita de solvente, concomitante ao menor tempo de
preparo, para a formulagao obtida por malaxagem, dificulta a difusdo da MT para a cavidade
da gCD, influenciando para que menos associagdes entre as duas estruturas ocorressem.
Estudos realizados por Giordano, Novak e Moyano (2001), mostraram que as CDs
apresentam um pico em temperaturas proximas a 120 °C que ¢ referente a perda de moléculas
de agua de inclusdo para o ambiente. As alteragdes de entalpia e nos deslocamentos dos picos
referentes a desidratacdo e remog¢ao da dgua da cavidade das CDs devem estar associados a

complexag¢do, manuseio e secagem dos materiais.



64

No caso da gCD, as formulagdes preparadas para formagao dos complexos de inclusdo
mostram claramente o encapsulamento da MT preparada pelo processo de liofilizagdo. A
inclusdo da MT na cavidade da gCD tende a expulsar as moléculas de 4gua existentes em seu
interior, dessa forma esse pico pode ser parcialmente suprimido do termograma, evidenciando
uma redug¢do na quantidade de agua presente da cavidade da CD (Wang & Cai, 2008; Zhu et
al., 2015). Quando presente, o pico referente a expulsdo da agua de inclusdo tende a deslocar-
se para temperaturas mais baixas, pois a presenca de um composto mais hidrofébico no meio
faz com que as moléculas de agua remanescentes sofram com os efeitos de repulsao e fiquem

mais fracamente associadas a cavidade.

3.5.'"H RMN para avaliar a interacio entre gCD e MT

Variagdes nos sinais dos deslocamentos quimicos (ver Tabela S1 e Figuras S1 e S2 do
material suplementar) para as moléculas de gCD e de MT sdo uma evidéncia concreta da
complexagdo entre ambos os compostos (Mura, 2014). Os hidrogénios da molécula de MT
apresentam variacao no deslocamento quimico e alargamento dos picos em presenca de gCD.
Os espectros de 'H RMN mostram também que o H3 e o H5 da gCD sofrem muita influéncia
com a complexagdo, enquanto que H1, H2, H4 e H6 ndo passam por modificagdes expressivas
em seus deslocamentos quimicos (JAd| < 0,01), indicando assim que a MT soluvel ¢
complexada com a gCD e que as interagdes com o exterior hidrofilico da gCD sao bem fracas.
A nuvem eletronica da MT promove um efeito de blindagem nos prétons da gCD,
confirmando a complexagao entre o oligossacarideo e o hormonio (Aksamija et al., 2016). A
variacdo dos deslocamentos quimicos do H3 e H5 (Ad = -0,04 e -0,08 respectivamente),
também indica que a molécula de MT ¢ totalmente inclusa na cavidade da gCD, pois Ad H5 >
A H3 (Greatbanks & Pickford, 1987).

A estequiometria do complexo formado foi determinada pelo método de Job (Renny et
al., 2013; Job 1928), que tem por principio o monitoramento de algum parametro fisico ou
quimico do sistema com a variagao continua das concentracdes mantendo constante sua soma.
Por meio da variacdo nas razdes molares do sistema MT:gCD ¢ possivel monitorar também a
variacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da gCD na presenga de MT (Figura
5a). A curva de Job construida (Figura 5b) trata da variagao do deslocamento quimico do HS
em func¢do da razao molar (Ad X r versus 1), € o ponto de maximo desta curva (r = 0,5) indica

que o complexo formado apresenta estequiometria de 1:1.
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Figura 5 Expansdes dos espectros de 'H (a) e curva de Job (b) para as solugdes de gCD e MT
em diferentes razoes molares. IH, 400 MHz, 25 °C, D,O/DMSO-d¢ 3:1

3.6. Determinacio do coeficiente de difusao por DOSY-RMN

A formacao dos compostos de inclusdo com CDs pode ser observada pela redugdo do

seu coeficiente de difusdo, devido ao aumento do seu raio hidrodindmico e consequente
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mobilidade no meio (Willenbacher et al., 2014; Wimmer et al., 2002). Quanto maior for a
diferenga entre a difusdo em solug¢do de hospede com CD comparado com a difusdo do
hospede livre (sem CD), maior serd a fragdo complexada. As medidas dos coeficientes de
difusdo em gradiente de campo magnético, utilizando a técnica de RMN DOSY, sado
mostradas na Figura 6. A populagdo do convidado envolvida no processo de complexagao
pode ser determinada pelos coeficientes de difusdo das espécies observadas nas formas livre e
complexada (Claridge, 2016). Assim, a fragdo complexada (fjiz.q.) € @ constante de associagdo
(Ka) sao calculadas pelas equagdes 4 e 5 respectivamente (Claridge, 2016; Zhao et al., 2016),
onde Diigado € fiigado € Diivre € flivee 530 0s coeficientes de difusdo e as fragdes das moléculas

ligadas e ndo ligadas, respectivamente.

Dobs = ﬁigado Dligado + ﬁivreDlivre (4)
Ka — ﬁigada
(1 - ﬁigado )([CD] - ﬁigado [MT] (5)

A constante de associagdo (Ka) obtida a partir dos mapas de contorno (ver Figura 6 e
S3 e S4, material suplementar) foi de 10.970 L mol™, evidenciando uma interagdo bastante
favoravel entre as estruturas, com a MT fortemente associada a cavidade da gCD. Este valor ¢
menor do que aquele encontrado pela isoterma de solubilidade, cuja diferenga deve estar
relacionada pelo método de determinag@o e as variagdes de solvente entre os dois testes. O
valor para a fragcdo complexada de 86% também foi bastante expressivo, mostrando a grande
afinidade do esteroide com a cavidade hidrofébica da gCD.

Como mostrado anteriormente nas curvas calorimétricas (Figura 4), no complexo em
estado solido, a supressdo do pico de fusdo da MT indica que 83% do hormdnio se encontra
encapsulado, corroborando com os dados de DOSY para a complexagdo em meio aquoso. A
formacgao desse tipo de complexo em meio aquoso € regida por um equilibrio dindmico, onde
a molécula hospede estd constantemente se associando e desassociando da cavidade da gCD
(Szejtli, 2013). Como as medidas de DOSY sdo um somatorio dos coeficientes de difusdo das
moléculas, tanto livre quanto complexadas (Wimmer et al., 2002), este valor de 86% de
complexagdo ¢ bastante interessante do ponto de vista biologico, pois apesar da alta constante

de associagdo ha moléculas livres de MT biodisponiveis.



67

Q
N
- E
-5
2
-
[ L
gCh v B
........................1......%.......... q..........................._
L [ ®
mMT S
-
)
[ <
[~ o
J Coeficiente de difusdo (107 m2s?) [
Composto Livre Complexado "_g
MT 2,495 1,380 [
gCD 1,208 1,200 Le
T I T T I T T T | T T T | T T T
8 6 4 2 F2 [ppm]

Figura 6 Mapa de contorno de difusdo do complexo MT:gCD. DOSY, IH, 400 MHz, 25 °C,
D,0/DMSO-dg 3:1

3.7. Experimentos bidimensionais ROESY 2D

Os experimentos de ROESY correlacionam hidrogénios préoximos uns dos outros
através do espaco, tipicamente a 4,5 angstroms ou menos (Silverstein et al., 2014). A
intensidade dos sinais observados no espectro (Figura 7a) mostra que as 3 metilas da MT
estdo proximas dos protons H3 e HS5 da gCD, sendo que o grupo 19-Me se encontra
ligeiramente mais afastado dos hidrogénios da cavidade, principalmente do H5, quando
comparado a distancia com os grupos 18-Me e 20-Me, descritos na estrutura (Figura 7b).

Os protons dos sistemas cicliclos da MT que também interagem com a cavidade da
gCD, possiveis de serem observados, sdo os que apresentam Ad 1,5-1,7 (possivelmente 11 e
150 e também os 8, 12 e 16B). Como mostrado na expansdo do espectro de ROESY (Figura
7a), em relagdo aos hidrogénios metilicos, os hidrogénios dos carbonos ciclicos apresentam
uma interacao menos pronunciada com os protons da cavidade da gCD, sendo observada uma
maior proximidade ao H5 do que ao H3. Portanto, os efeitos nOE percebidos entre os prétons
internos da gCD com os prétons dos carbonos ciclicos mais distantes da carbonila, e também

com os grupos metilicos (numerados como 18, 19 e 20), indica que a complexacdao deve
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ocorrer pela face mais ampla da gCD, em uma orientagdo ‘up’ (Figura 8), aquela em que a

carbonila est4 voltada para a face mais ampla e a hidroxila para a mais estreita.
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Figura 7 Expansio dos espectros de ROESY 2D dos complexos MT:gCD, 'H, 400 MHz, 25
°C, D,O/DMSO 3:1 (a). Estrutura da MT (b) e gCD (c, d)

3.8. Estudo tedrico da complexacio da MT com a gCD

Diferentemente ao que ocorre para a complexacdo da MT em bCD, no qual a
estabilizacdo do complexo, descrita por Carvalho et al. (2018), ¢ alcancada com duas bCD
envolvendo uma molécula de MT, as evidéncias experimentais com a gCD mostram que a
complexacgdo ocorre na razado molar de 1:1, apontando para a necessidade de se realizar as
simulacdes para essa estequiometria de complexacdo. As minimizagdes de energia foram
realizadas exclusivamente no vacuo em 3 posi¢des distintas (dentro da cavidade, fora pela
face maior e fora pela face menor) e com a molécula de MT em orientagdo ‘up’ (carbonila

para cima) e ‘down’ (carbonila para baixo), como esquematizado na Figura 8.
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Figura 8 Representagdo do modelo de faces da gCD, estrutura da MT, bimodalidade da
complexagdo MT:gCD e a orientagdo de uma molécula de MT no eixo z com a molécula de

gCD no plano xy.

Os valores de energia para as minimizagdes (Tabela 1) indicam que a orienta¢ao ‘up’ ¢
a mais favoravel para ambos os campos de forgas. A posicao 2 é aquela cuja minimizagdo ja
se inicia com a molécula de MT dentro da cavidade da gCD, portanto se deduz que os
menores valores de energia para as posigoes 1 e 3, utilizando o campo de forcas MM3*, deve
representar um minimo global e ndo local, haja visto que ao final da minimizagdo as
moléculas, cujo input foi iniciado nas 3 distintas posigdes, vao terminar dentro da cavidade da
gCD e a diferenga de energia entre as 3 posi¢des ndo ¢ grande, cerca de 10 kJ de um total de

2400 kJ.
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Tabela 1 Minimizagdo de energia para a complexacao de MT:gCD em 3 distintas posigdes

para as orienta¢des ‘up’ e ‘down’ utilizando os campos de forca MM3* e AMBER*

Energia Total

Campo de For¢a Orientacao Posicao (kJ mol'l) %
1 2438,63 32,3
up 2 2447, 17 1,0
3 2437,11 59,6
MM3* 1 2492,18 0,0
down 2 2442 37 7,1
3 2463,74 0,0
soma das razoes 100
1 396,03 0,0
up 2 317,70 99,6
3 339,89 0,0
AMBER* 1 332,44 0,3
down 2 335,13 0,1
3 351,96 0,0
soma das razoes 100

Todos os calculos de minimizagao foram feitos no vacuo

Para comparacdo das energias antes e ap6s a complexagdo, os calculos foram feitos
para os sistemas e posicdo de menor energia obtidas por mecanica molecular e também pelo
sistema contendo a MT a uma distancia de aproximadamente 12 angstrons do centro da
cavidade, onde aparentemente os efeitos energéticos entre as duas estruturas sdo despreziveis.

De acordo com as simulagdes de dindmica molecular (Tabela 2), em ambas as
conformagdes a formagao dos complexos compreende a total inclusdo da molécula hospede
no interior da cavidade e pode ocorrer tanto na orientacdo ‘up’ quanto ‘down’, com menores
energias para a orientagdo ‘up’, cujas estruturas sao mostradas nas Figuras 9 e 10. Essa
conformagdo €, aparentemente, a mais estavel tanto para a formacdo do complexo no vacuo
quanto em agua, e para ambos os campos de forcas, MM3* e AMBER*. Assim, o valor
médio estimado para a populacdo dos complexos, majoritariamente na orientagdo ‘up’,

concorda com os resultados experimentais discutidos anteriormente neste trabalho.
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Tabela 2 Energias e populagao dos complexos MT:gCD mais estaveis mediante simulagao de

Dinamica Molecular

C d Energia AE Energia AE Desvi
Solvente ;m:)(; ¢ Posicio  Cinética  Energia Total Energia P:;:;O %
oreas (kJ mol') Cinética (kJ mol')  Total °
up-fix 815.68 4171.07 16.25 99.9
vacuo MM3* -0.17 -76.59
up-6 815.51 4094.48 15.10
down-fix  815.76 4164.27 21.92 0.1
vacuo MM3* -0.22 -52.1
down-2 815.54 4112.17 12.37
up-fix 815.69 4046.96 14.57 85.6
water MM3* 0.07 -80.56
up-6 815.76 3966.40 12.85
down-fix  815.73 4044.36 15.11 14.4
water MM3* 0.1 -73.54
down-2 815.83 3970.82 12.59
up-fix 816.20 2033.69 11.50 100.0
vacuo AMBER* 0.14 -99.73
up-5 816.34 1933.96 17.35
down-fix  815.96 1988.73 29.03 0.0
vacuo AMBER* -0.33 -9.19
down-1 815.63 1979.54 11.27
up-fix 816.07 1869.64 23.54 97.8
water AMBER* 0 -38.96
up-5 816.07 1830.68 15.13
down-fix  815.84 1870.88 19.75 2.2
water AMBER* 0.65 -30.76

down-1 816.49 1840.12 11.10
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Figura 9 Conformagao ap6s Dinamica Molecular utilizando Campo de Forcas MM3* no
vacuo (a) e em agua (b). Da esquerda para direita, a MT orientada fora da cavidade da gCD e

as duas estruturas seguintes para o complexo menos energético mostrado em 2 perspectivas.

Como mostrado na Tabela 2, para os célculos realizados com campo de forgas MM3*
a populacdo para a orientagdo ‘up’ ¢ de 99,9 e 85,6%, determinados no vacuo e em agua
respectivamente. Utilizando o campo de forcas AMBER* a populagdo para a orientagdao ‘up’
¢ de 100 e 97,8% para os calculos realizados no vacuo e em agua respectivamente. No
entanto, o valor calculado para o desvio padrao ¢ relativamente alto, havendo assim uma
ressalva em afirmar que a orientacdo ‘up’ seja a mais estavel, embora a tendéncia dos valores
médios aponte para essa orientacao.

Os resultados corroboram entre si, inclusive a orientagdo que confere maior
estabilidade ¢ coerente com os resultados experimentais. A complexacao também ¢ favoravel,
tendo em vista que a molécula de MT permanece na cavidade ao longo da simulacdo. Assim,
a variagdo de energia entre as simulagdes realizadas para a orientacdo ‘down’ foi de um AAE
(kJ/mol) de 42,91 e 41,6 para os calculos em vacuo e em agua respectivamente, estando assim
na mesma ordem de variacao. No entanto, para a orientagao ‘up’ o AAE (kJ/mol) ¢ de -23,14 ¢
42,78 para os calculos em vacuo e em agua respectivamente. Essa variagdo deveria apresentar
um valor na mesma ordem e ndo ¢ o observado. Este ponto esta sendo revisado para realizar a

submissao do trabalho para publicacao.
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Figura 10 Conformagdo apds Dindmica Molecular utilizando Campo de For¢cas Amber* no

vacuo (a) e em agua (b). Da esquerda para direita, a MT orientada fora da cavidade da gCD e

as duas estruturas seguintes para o complexo menos energético mostrado em 2 perspectivas.

4. Conclusoes

Este estudo demonstra claramente a formacdo do complexo de inclusdo entre a MT e
gCD na razdo molar de 1:1. A complexagdo ¢ comprovada em meio aquoso pelas medidas de
absor¢do na regiao do UV, que apresenta deslocamento da banda de maxima absor¢do da MT
para estados mais energéticos, com as medidas de '"H RMN que confirmam a inclusio total da
MT na cavidade da gCD e as medidas de ROESY 2D que contribuiram para elucidagao da
provavel geometria do complexo por meio dos efeitos nOe obtidos entre os H da gCD e da
MT. O alto valor determinado para a constante de associagdo indica que a complexacao ¢
bastante favoravel e que um percentual elevado do esteroide se encontra na cavidade da gCD.
Similarmente aos complexos em meio liquido, a avaliagdo dos calores de fusdo para a MT
confirma que no estado sélido o percentual complexado se mantém elevado. Os complexos de
estequiometria 1:1 simulados por Dinamica Molecular, no vacuo e em agua, se mostraram
estaveis e sugerem a complexagdo com a carbonila da MT voltada para a face maior da gCD.

Finalmente, a complexagdo em gCD interfere nos pardmetros de solubilidade do esteroide em
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agua, elevando-a em torno de 17 vezes e promove uma liberacao mais lenta em comparagdo
com a MT livre.

Portanto, formula¢des com complexos de inclusio MT:gCD s3o passiveis de
preparagao e devem ter sua absor¢do investigada in vivo, ja que o esteroide complexado pode
apresentar mudangas na forma pela qual atinge o seu alvo, quando comparado ao ndo
complexado. Esse tipo de preparagdo possui potencial para aplicacdo na aquicultura de
reversdo sexual e pode apresentar, com dosagens reduzidas, boa eficiéncia e
consequentemente menor risco ambiental. Além disso, a complexagdo da MT em gCD
eventualmente deve servir como modelo para inclusdao de outros esteroides ou moléculas
altamente apolares que apresentem estrutura e/ou determinadas propriedades que remetem a

MT.
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Material Suplementar

Tabela S1 Atribuicdo e variagdo dos deslocamentos quimicos (Ad) da MT e gCD
complexadas em relagdo as estruturas livres. IH, 400 MHz, 25 °C, D,O/DMSO.

6 da molécula 6 da molécula

Representagdo dos H Ppsmae QO livre complexada AS (ppm)
hidrogénio
(ppm) (ppm)
9a. 0.92 0.77 -0.15
18Me 0.83 0.81 -0.02
7o, 0.98 0.90 -0.08
14a 1.22 1.08 -0.14
19Me 1.14 1.14 0
12a 1.24 1.18 -0.06
20Me 1.19 1.20 0.01
158 1.28 1.24 -0.04
11b 1.45 1.37 -0.08
12 +8B +
o +15a nd 1.52-1.60 nd
la nd 1.66 nd
160 1.78 1.80 0.02
7B 1.87 1.84 -0.03
1B 2.05 2.03 -0.02
60, 2.27 2.31 0.04
20, 2.31 2.36 0.05
6 2.42 2.44 0.02
2B 2.47 2.53 0.06
4o, 5.75 5.81 0.06
H1 5.03 5.02 -0.01
H2 3.58 3.59 0.01
H3 3.82 3.78 -0.04
H4 3.51 3.51 0.0
H5 3.75 3.67 -0.08

Hé6 3.80 3.79 -0.01
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Figura S1 Espectros '"H RMN 400 MHz em D,O/DMSO e T = 25 °C do complexo de
inclusdo MT:gCD e da gCD livre.
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Figura S2 Espectros '"H RMN 400 MHz em D,O/DMSO e T = 25 °C do complexo de
inclusao MT:gCD e da MT livre.
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Figura S3 Mapa de contorno de difusao (DOSY, IH, 400 MHz, 25 °C, D,O/DMSO) da gCD.
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MT.
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ARTIGO 2

Artigo a ser submetido a revista Composites Science and Technology

INCORPORACAO DE CICLODEXTRINAS EM SILICA MESOPOROSA
UTILIZANDO ACIDO CITRICO

RESUMO

Acido citrico foi utilizado para funcionalizar as ciclodextrinas a superficie da silica gerando
um composito hibrido organico-inorganico. As analises termogravimétricas e diferenciais
(TGA e DTA) evidenciam alteragdes fisico-quimicas nas ciclodextrinas enxertadas na matriz
ceramica, com a reducdo na temperatura de inicio da decomposi¢do e a auséncia do pico
endotérmico que antecede esse evento, presentes para as ciclodextrinas ndo funcionalizadas.
O percentual de funcionalizagcdo foi elevado, com cerca de 60% da massa do composito
correspondendo a parte organica do material. A area superficial especifica reduz com a
funcionalizacdo e com o tamanho da ciclodextrina, enquanto os tamanhos de poros, 5-8 nm,
sdo mantidos similares aos da silica ndo funcionalizada. As anélises espectroscopicas de RMN
BC e infravermelho indicam que o mecanismo de funcionalizagdo ocorre por uma reagdo de
esterificagdo entre o acido citrico com os grupos silanois da silica e as hidroxilas primarias
das ciclodextrinas. Com essas caracteristicas, o compoésito deve ser avaliado quanto ao seu
potencial para utilizagdo em processos de adsor¢do, catélise, sistemas de liberacao de drogas e

outras moléculas de interesse comercial.

Paravras Chave: Silica; Ciclodextrina; Funcionalizacdao; Materiais mesoporosos; Reacao de

esterificagao.
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1. Introducao

Um numero consideravel de estudos evidencia o forte apelo no desenvolvimento de
metodologias inovadoras para o confinamento e transporte molecular [1,2]. Os principais
interesses nesse tipo de tecnologia sdo para aplicacdo em processos envolvendo o transporte
controlado de espécies moleculares no controle de danos ambientais, em sistemas de liberacao
e entrega de drogas, aprisionamento de moléculas indesejaveis, catalise, dosagens e separagao
molecular [3].

As ciclodextrinas (CDs) sdo macromoléculas de oligossacarideos ciclicos, formadas
por unidades de D-(+)-glicopiranoses em liga¢des a-1,4, obtidas a partir da degradacao
enzimatica do amido. Possuem a forma de cone truncado, cuja cavidade contém um esqueleto
carbonico com hidrogénios e oxigénios glicosidicos voltados para o seu interior formando
uma zona de alta densidade eletronica. Grupos hidroxilas primarias estdo situados na
extremidade mais estreita, enquanto os grupos hidroxilas secundérias na parte mais larga.
Devido a distribui¢ao dos grupos funcionais que formam a CD, a parte externa adquire carater
hidrofilico e a interna hidrofébica [4,5]. Tais caracteristicas possibilitam as CDs formarem
complexos de inclusdo com uma variedade de compostos organicos em solugdo aquosa. Os
critérios para que ocorra a complexacdo estdo basicamente centrados na compatibilidade
estérica com a molécula convidada e sua polaridade, tornando-a potencialmente apta para ser
inclusa na cavidade de uma CD [4-6].

As CDs apresentam muitas vantagens e aplicacdes em métodos de purificacdo e
podem ser utilizadas como receptores e no reconhecimento seletivo de isomeros de compostos
organicos, bem como drogas, moléculas ambientalmente toxicas e biomoléculas [7]. Os
aspectos moleculares associados a uma toxicidade praticamente nula tornaram sua aplicagdo
bastante difundida pela industria farmacéutica como carreador ¢ no melhoramento das
propriedades de farmacos [8-10]. A produ¢do de compositos hibridos e estruturas
supramoleculares contendo CDs expandiu o seu emprego em novas areas da ciéncia e
tecnologia como na agricultura [11,12], na remocao de metais € compostos organicos em
meio aquoso [13-15], cromatografia [16,17], catalise [18], mascaramento de sabores e odores
[19], dentre outras aplicagdes.

As hidroxilas dispostas no exterior da cavidade das CDs tornam essas macromoléculas
compativeis para funcionalizagdo em suportes inorganicos como a silica [20]. A silica gel ¢
um polimero amorfo, resistente € com alta porosidade, e possui grupos silanois (Si-OH) em

sua superficie que permitem sua modificagdo quimica, no sentido de produzir materiais com
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aplicagdes tecnoldgicas diversas [21]. A funcionalizagdo da silica com grupos organicos ¢
muito importante e pode seguir por diferentes rotas de sinteses, sendo envolvida uma
variedade de fungdes organicas inseridas nas cadeias e ancoradas covalentemente ao suporte
[22,23].

As pesquisas com materiais envolvendo silicas mesoporosas foram amplamente
difundidas desde a década de 1990. Estas silicas possuem uma estrutura de poros uniformes e
alta area superficial, correspondendo em boa eficiéncia em processos de adsor¢do seletiva e
habilidades cataliticas [7]. Uma das maneiras mais usadas para modificar a silica ¢ através das
reacOoes com agentes silantes, também chamados de organossilanos, que sdo reagentes muito
especificos e caros. Esses reagentes proporcionam uma série de reacdes diferentes de
imobilizagdo que ddo origem aos compositos hibridos organico-inorganicos [23]. Os
organosilanos comumente utilizados sdo extremamente eficientes em reagdes de imobilizagao
e proporcionam a efetiva ligacdo da parte organica com o suporte inorganico do 6xido. Essa
ligacdo s6 ¢ possivel devido a reatividade dos grupos alcéxidos frente aos silanois presentes
na superficie da silica [24].

Neste contexto, a funcionalizagdo entre ambas as estruturas, dando origem a um
composito hibrido organico-inorganico, resulta em comportamentos funcionais cooperativos
ndo encontrados para as estruturas ndo associadas [25]. Além do mais, a busca por
mecanismos mais simples € menos onerosos para incorporagdo de matrizes organicas em
suportes inorganicos ¢ de grande importancia para que se possa expandir cada vez mais as
aplicagdes desses materiais. Este trabalho apresenta nossos resultados recentes na fixacao de
macromoléculas de CDs em silica mesoporosa utilizando o acido citrico como mediador para

0 mecanismo de ancoramento.

2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes e solventes

Foram utilizados a, B ¢ yCD com pureza >98% (Sigma-Aldrich), silica gel de grau
cromatografico com particulas entre 5 e 50 um (Vetec), acido citrico anidro com 99,5% de
pureza (Vetec), xilol (Vetec), acetona P.A. 99,5% (Vetec), etanol absoluto (Merck) e acido
cloridrico P.A. 37%.



86

2.2. Incorporacao das CDs a superficie da silica

O ancoramento das CDs a superficie da silica foi realizado em sistema de refluxo de
acordo com metodologia modificada de Carvalho e colaboradores [27]. Inicialmente foi feita
a ativacdo da silica em meio acido [27,28], 50 g de silica gel foi adicionada a 500 mL de HCI
1 mol L™, mantido sob agitacdo constante por 24 horas, e posteriormente lavado com agua
deionizada até pH neutro e seco por 12 horas a 150 °C.

Para a funcionalizagado, 2 g de silica ativada, CD, acido citrico e 50 mL de xilol foram
submetidos ao sistema de refluxo por um periodo de 6 horas. O produto foi lavado
abundantemente sob filtracdo a vacuo, com 4gua deionizada, acetona e etanol, e
posteriormente seco em estufa a 90 °C por 24 horas. O material seco foi macerado e
resubmetido a um refluxo com 200 mL de etanol para melhor limpeza dos residuos de xilol,

filtrado e novamente seco em estufa a 90 °C durante 24 horas.

2.3. Caracterizacao da silica organofuncionalizada

Os produtos de sintese foram caracterizados por andlise termogravimétrica (TGA) e
térmica diferencial (DTA), analises de adsor¢do de N, pelos métodos BET e BJH,
espectroscopia na regido do infravermelho (IV) e espectroscopia de RMN de "*C no estado
solido.

As curvas TGA e de DTA foram obtidas sob atmosfera de N», utilizando um aparelho
Shimadzu detector DTG-60 AH, com temperatura variando entre 25 ¢ 600 °C, fluxo de gas de
50 mL min™', massa inicial da amostra de cerca de 10 mg e taxa de aquecimento de 10 °C min®
1.

As medidas de areas de superficie especificas (SSA, sigla em inglés de Specific
Surface Areas) e porosidade de amostras de silica foram realizadas com base na volumetria de
adsor¢ao-dessorcao de nitrogénio com N, liquido a temperatura de 77 K. As isotermas de
adsor¢ao-dessor¢ao de nitrogénio foram registradas em um Belsorp-mini II (BEL Japan, Inc).
O dispositivo ¢ equipado com sensores de pressdo na faixa de 0-133 kPa. As isotermas de
adsor¢ao-dessorcao de nitrogénio foram realizadas utilizando um método passo a passo em
uma gama de pressoes relativas de nitrogénio até 0,98. Todas as experiéncias foram realizadas
com nitrogénio ultra puro (> 99,9995%). Antes das medidas, todas as amostras foram

degaseificadas sob vacuo durante a noite, a 110 °C, para obtenc¢ao de amostras limpas.
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O método BET (Brunauer, Emmett, Teller) foi utilizado para avaliar a area superficial
especifica, utilizando uma 4rea de secdio transversal de moléculas de nitrogénio de 16,3 A
[29]. O volume microporoso (didmetro < 20A) e a 4rea superficial externa foram estimados a
partir do método do t-plot [30]. A distribuicdo de tamanho dos mesoporos (didmetro entre 20
e 500 A) foi avaliada utilizando o método BJH (Barret, Joyner e Halenda) [31].

Utilizou-se um espectrometro Shimadzu - modelo IRAffinity-1, com transformada de
Fourier para obtencdo dos espectro de absor¢do na regido IV, empregando-se pastilhas de KBr
e 1,5% de amostra. Os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a 400 cm™, com resolugdo de
8 cm™' e nimero de acumulacdes igual a 32 scans.

Os experimentos de RMN no estado s6lido, de *C com polarizago cruzada (CP, sigla
em inglés de Cross Polarization) e rotacdo em torno do angulo magico (MAS, sigla em inglés
de Magic Angle Spinning) (RMN CPMAS de °C), foram realizados em um espectrometro
BRUKER Avance III 400 MHz que opera em um campo magnético de 9,4 T e equipado com
uma sonda MAS de duplo canal de 4,0 mm. Os materiais em p6 foram embalados em rotores
de ZrO, de 4 mm e foram selados com tampas Kel-F apertadas. A rotagdo da amostra foi
configurada para 12 kHz em todos os experimentos. Os deslocamentos quimicos de *C foram
relatados em partes por milhdo (ppm) referenciados externamente ao adamantano (pico do

CH; ajustado para 38,5 ppm).

3. Resultados e Discussao
3.1. Anélise termogravimétrica

A degradagao térmica dos compositos e seus precursores foi investigada por andlise
termogravimétrica (TGA) e diferencial (DTA), cujas curvas estdo demonstradas na Figura 1.
Além de inferir quanto ao processo de funcionalizagdo da superficie da silica, pois ha
mudancas no perfil termogravimétrico e nas entalpias dos materiais sintetizados, essa técnica
fornece valores aproximados referentes a composic¢ao relativa dos novos materiais [32].

Na Figura 1, a primeira etapa de perda de massa, observada nas curvas TG e nos perfis
endotérmicos da DTA, até¢ 130 °C esta relacionada com a desidratacdo dos reagentes e
produtos de sintese. As CDs apresentam, naturalmente, moléculas de dgua de solvatacao
adjacentes e inclusas em suas cavidades [33], portanto o percentual de perda de massa ¢ um

pouco maior para essas estruturas, sendo de 6,3, 6,8 e 8,9% para aCD, bCD e gCD
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\

respectivamente. As moléculas de dgua também sdo associadas a maior estabilizagao da
estrutura cristalina das CDs, que se tornam mais amorfas com a desidratacdo [5]. Assim, o
menor grau de hidratagdo para os compositos aCDSi e bCDSi, 1,3 e 1,4% respectivamente,
podem estar relacionados ao fato de que essas CDs se tornaram mais amorfas com sua
funcionalizacdo, enquanto que para a gCDSi esse grau de hidratagdo, de 5,9% ndo sofreu uma

reducdo consideravel.
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Figura 1 Curvas termogravimétricas (a) e de DTA (b) para as amostras de silica (Si), acido

citrico (CA), aCD, aCDSi, bCD, bCDSi, gCD e gCDSi.

As CDs, além da primeira etapa de perda de massa, constituindo a desidratacdo do
material, apresentam mais uma etapa entre 270 e 360 °C referente a decomposicao dos grupos
organicos que, de acordo com o perfil endotérmico seguido ao exotérmico das curvas DTA, se
inicia em fase solida e continua em estado liquido apds a fusdo [33]. E uma terceira e tltima

etapa com perfil exotérmico, acima de 360 °C, atribuida a igni¢ao dos residuos finais [34].



89

A silica ¢ um material inorganico e apresenta apenas uma ligeira perda de massa de
menos de 2%, no estagio inicial, atribuida a desidratacdo de 4gua adsorvida. Enquanto o acido
citrico apresenta uma etapa com perda de 1,9% referente ao processo de desidratagdo, que
ocorre até os 120 °C e uma segunda etapa que se inicia em 160 °C levando a degradagdo total
deste composto organico.

O perfil termogravimétrico e das curvas DTA apresentados neste trabalho evidenciam
a ocorréncia de alteragdes fisico-quimicas nas CDs ancoradas a silica (Figura 1). O material
sintetizado tem uma ligeira queda nas temperaturas iniciais de decomposi¢ao comparada as
CDs livres, iniciando em torno de 200 °C e alcancando aproximadamente 15% de perda de
massa em 270 °C, temperatura essa que estaria associada ao inicio da degradacao térmica para
as CDs ndo funcionalizadas. A auséncia do pico endotérmico associado as temperaturas de
fusdo para as CDs e o 4cido citrico, assim como a permanéncia dos dois picos exotérmicos,
embora um pouco mais intensos e ligeiramente deslocados para temperaturas mais baixas,
similares aos perfis de degradacdo térmica para suas respectivas CDs nao ancoradas, indicam
que a funcionalizagdo da silica possivelmente esta ocorrendo com o intermédio do acido
citrico funcionando como uma espécie de ligante entre as estruturas.

A otimizagdo do processo de sintese pela utilizagdo da silica gel tratada em solucao
acida, concomitante a lavagem em refluxo de etanol, proporcionou um incremento no
rendimento da reagdo, como mostra a Tabela 1, havendo um maior percentual de CDs
aderidas a matriz inorganica por intermédio do acido citrico, quando comparado aos materiais
obtidos por Carvalho e colaboradores [26] e Baracho e colaboradores [35]. A silica gel
comercial apresenta uma menor concentragdo de grupos silanois superficiais adequados para a
modificagdo sendo, portanto, necessaria a ativagao da sua superficie para disponibilizar mais
grupos silanois para as ligacdes de funcionalizacdo [27]. A otimizagdo no mecanismo de
funcionalizacdo deve propiciar ao novo material um incremento em sua capacidade de
interagdo com outras moléculas, e deverd ser avaliado quanto a aplica¢des por exemplo, em
processos de adsorc¢do, catélise, sistemas de liberagdo de drogas e outros tipos de moléculas

de interesse comercial.
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Tabela 1 Percentagem relativa de CDs funcionalizadas com &cido citrico a silica comercial e

tratada previamente em solugdo acida.

% de ancoramento

CDSi Si comercial Si tratada
a 41,0 60,6
B 44,0 62,6
Y 47,0 58,9

3.2. Adsor¢ao e dessor¢ao de N,

O método BET fornece uma avaliagdo precisa da area superficial especifica avaliando
a adsorc¢ao de multiplas camadas de nitrogénio que sao medidas como uma fung¢do da pressao
relativa usando um analisador totalmente automatizado (Belsorp-mini). A técnica fornece a
area externa da superficie, bem como a avaliagdo da area dos poros para determinar a
superficie especifica total em m°g” e o tamanho dos poros [29]. Neste estudo, as isotermas de
adsor¢ao e dessorcdo de Ny, para a silica empregada como suporte ¢ também dos compdsitos
formados pelas 3 diferentes CDs (Figura 2), possuem um loop de histerese tipico de isotermas
de adsor¢do tipo IV, associadas a materiais mesoporosos [36], e as areas superficiais
especificas evoluem com a conformag¢dao da CD funcionalizada na superficie inorganica

(Tabela 2).

Tabela 2 Area superficial especifica obtidas pelo método BET.

Amostras Area superficial especifica Constante
(degaseificadas a 110 °C no vacuo) SSA (m*/g) C
Silica 276,0 £ 8,7 128
aCDSi 80,0 £ 6,6 110
bCDSi 76,0 + 6,8 119

¢CDSi 26,5 + 6,4 128
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Figura 2 Isotermas de adsor¢do-dessor¢ao de N, a 77 K para silica (Si), aCDSi, bCDSi e
gCDSi.

Sobre a distribuicdo de tamanho de mesoporos (forma cilindrica de poros)
determinada pelo método BJH (Figura 3) mostra didmetros em torno de 5-8 nm para todos os
materiais [31,36]. O pico inicial observado para a curva verde (bCDSi) ¢ provavelmente um
artefato. Além da area especifica, o volume dos poros diminui quando o tamanho molecular ¢
aumentado (Tabela 3). Por ser a silica um material mesoporoso, o processo de funcionalizagao
de sua superficie empregado neste trabalho possivelmente ocupa os sitios e canais especificos
de adsor¢do. A estabilidade relativa da constante energética C (método BET), que estd
relacionada a afinidade do adsorvato (nitrogénio) com o adsorvente [29], ¢ estavel, o que
sugere que as moléculas enxertadas estdo localizadas dentro dos mesoporos, deixando
disponiveis as superficies externas a adsor¢ao de nitrogénio. Como em todos 0s compdsitos o
percentual de incorporacdo por grupamentos orginicos ¢ de aproximadamente 60%, e o
bloqueio para o acesso de N, as superficies externas ¢ maior para as CDs de maior diametro,
assim essas CDs devem estar promovendo um bloqueio mais efetivo para a difusdo do
adsorvato para os sitios de adsorcao existentes na superficie da silica, e/ou podem estar
funcionalizadas a silica por um niimero maior de agentes ligantes, e que consequentemente

estariam ocupando mais sitios de adsorgao.
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Figura 3 Distribuicdo de tamanho de mesoporos (forma cilindrica de poros) pelo método de

BJH (a) e volume acumulado de mesoporos (b).
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Tabela 3 Tamanho das moléculas de CDs e volumes acumulados de mesoporos.

T ho da CD (A
— amatio @ () Volume de mesoporo Volume de
Diametro da n 3 3
Amostra dad Diametro (cm’/g) mesoporo (cm’/g)
C.aVl ace externo (volume gas) (volume liquido)*10™
interna
Silica - -- 0,56 8,6
aCDSi 4,7-52 14,2 - 15,0 0,17 2,6
bCDSi 6,0 - 6,4 15,0 - 15,8 0,14 2,2
gCDSi 7,5-8,3 17,1-17,9 0,06 0,9

3.3. Espectroscopia na regido do infravermelho

A incorporacao dos oligossacarideos a superficie da silica ¢ evidenciada pela variagdo
de intensidade ¢ deslocamento de bandas de absor¢do caracteristicas dos materiais frente aos
seus precursores. Nos espectros de IV (Figura 4), as bandas de absor¢do largas presentes em
torno de 3400 cm™ sdo caracteristicas de estiramentos O-H dos grupos silanois, de agua
remanescente adsorvida e grupamentos hidroxilas das CDs [26,37]. Nos produtos de sintese ¢
possivel notar um aumento de intensidade concomitante a uma ligeira alteracdo no perfil
dessa banda, se comparado a silica pura e ficando centradas entre as bandas de absor¢do de
seus precursores. Tais mudancas sdo ocasionadas por contribuicdo dos estiramentos O-H das
CDs aderidas a silica.

A banda em 2927 cm™ ¢ caracteristica das vibragdes de deformacdo axial de C-H das
CDs [38]. A ligeira variagdo no deslocamento vibracional, para comprimentos de onda
maiores, pode ser observada nos trés materiais sintetizados, fornecendo indicios da
modificacdo da silica com as CDs. A presenca da banda em 1737 cm™ para os compositos
obtidos ¢ referente ao grupamento carbonila, proveniente do agente ligante utilizado para a
funcionalizagdo, neste caso o acido citrico. Além da matriz inorganica poder ter ativa as
ligagdes OH da superficie pelo grupo carboxila (-COOH) [39], o 4cido citrico também pode
ser utilizado como agente esterificante havendo relatos de aplicagdo em materiais celuldsicos
através de ligagdes do tipo éster com os monomeros de glicose [40-42]. A banda de absor¢ao
presente na regido de 1635 cm™ ¢ atribuida as vibragdes angulares das moléculas de agua [37]
cujo suporte a superficie da silica provoca leve alteragdo de suas intensidades e
deslocamentos, podendo estar relacionado a interagdes mais fortes destas moléculas com o

composito ou impedimentos de alguns modos vibracionais pela nova estrutura.
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Figura 4 Espectros de infravermelho das amostras de aCD, bCD, gCD, silica (Si), aCDSi,
bCDSi e gCDSi

A bandas caracteristicas em 972 cm™ correspondem ao grupo =Si-OH, que trata da
deformacio dos silanois livres que cobrem a superficie da silica ¢ em 802 cm™ ¢ atribuida ao
estiramento Si-OH [37,38] e tém sua intensidade reduzida nos espectros dos compdsitos.
Como a reatividade da silica estd associada a alta concentragdo de grupos silanois, os quais
sdo centros reativos que possibilitam a imobilizacdo de moléculas [21,26,43], € provavel que

estes grupos estejam sendo utilizados nas ligacdes de ancoramento das CDs em sua superficie.
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3.4. Espectrocopia de RMN de *C no estado solido

A Espectroscopia de RMN no estado solido foi empregada na intencdo de identificar
os possiveis pontos de ligagcdo entre as estruturas que compdem o hibrido e, corroborando
com as demais técnicas de caracterizacdo, propor um mecanismo envolvido na incorporagao
das diferentes CDs a superficie da silica. A Figura 5 mostra o espectro de RMN °C 400 MHz
para as CDs livres e seus respectivos compositos, € na Tabela 4 apresenta as respectivas

atribuicdes para os sinais dos distintos carbonos que constituem essas estruturas [44].

C-2,3,5 C-2,3,5
a) —— c) —
C de Ester e/ou c1 CH, Cde Ester s/ou c-1 CH,
Ac. Carboxilico — cd ligante Ac. Carboxilico —— - - ligante
MK —— —— —— —— — ——
aCDSi gCDSi
I A e Ay
aCbh gCDh
185 175 165 115 105 95 85 75 65 55 45 35 185 175 165 115 105 95 85 75 65 55 45 35
ppm ppm
C-2,3,5
b)
C de Ester e/ou c-1 CH, d) e)
Ac. Carboxilico —— c6 ligante
—— —— OH
6
A 4"""’&/’0
5
bCDSi HOX/ZT\
& oH |'
o]
n>
n:6,7,8
bCD
185 175 165 110 10 90 8 70 60 50 40
ppm

Figura 5 Representacdo da estrutura das CDs e espectros de *C RMN (8/ppm) para as
ciclodextrinas livres (aCD, bCD e gCD) e funcionalizadas em silica (aCDSi, bCDSi e
gCDSi).

Os sinais para as CDs em sua forma livre se mostram bem definidos, em contraste aos
sinais para os compositos, que sofrem drastica reducdo em suas defini¢des, apresentando-se

em forma de sinais unicos e alargados. O perfil desses sinais para os compositos evidenciam
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que as estruturas dos oligossacarideos sofreram algum impedimento nos movimentos

moleculares inerentes do processo de ancoramento.

Tabela 4 °C RMN (8/ppm) para as ciclodextrinas livres e funcionalizadas em silica.

C-1 C-4  C235 C-6 ~ Ester c/ou _CH.
ac. carboxilico (ligante)
aCD 103,78 85,33 75,78 61,70
103,21 83,00 74,78 61,14
102,87 81,88 74,25
101,99 80,56 73,63
98,07 77,71 73,01
72,31
71,65
média 102,87 81,88 73,63 61,42
aCDSi 102,22 81,53 73,39 64,62 172,93 43,43
bCD 104,32 84,55 76,52 64,10
103,54 83,71 75,33 62,35
102,93 82,60 73,98 60,59
102,61 81,75 73,09 60,05
101,85 81,07 72,05 59,10
102,93 78,77 73,98 60,59
média 102,93 82,18 73,98 60,59
bCDSi 102,93 82,11 73,46 63,63 173,29 44,43
gCD 105,09 84,6 75,11 64,49
103,96 83,33 74,11 63,15
103,38 82,52 73,58 61,02
102,18 81,99 73,33 60,11
101,35 81,41 72,29
101,12 79,58 71,47
99,85 78,61 71,01
98,91 77,49
98,17 76,74
média 101,35 81,41 73,33 63,15
gCDSi 102,63 82,31 73,97 64,91 173,1 44,20

Para comparar as variagdes nos deslocamentos quimicos dos carbonos, entre as CDs

livres e daquelas incorporadas a silica, ¢ levada em consideracio a média dos sinais

especificos para cada tipo de carbono e os valores de deslocamentos centrados em cada sinal

alargado correspondente [44], valores esses apresentados na Tabela 4. A maior variagao no C-
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6 para as CDs (alfa, beta e gama, de 3,2, 3,04 e 1,76 respectivamente) indica que
possivelmente a ligagdo ocorre por esse carbono [20], deixando as estruturas de CDs
ancoradas de forma a manter mais livre, a utilizacdo desse material para complexa¢do com
outras moléculas, a cavidade mais larga ou ficando dependuradas a superficie inorganica.

A participacao do acido citrico como agente ligante entre a matriz inorganica e as CDs
¢ evidenciada pelo sinal que aparece em torno de 173 ppm, caracteristico de grupamentos
carbonilicos associados a ligagcdes do tipo éster e de 4cidos carboxilicos. O novo material
também apresenta um sinal na regido de 44 ppm atribuido ao CH; proveniente da estrutura do
acido citrico. Diante os resultados obtidos das caracterizacdes, foi realizada a proposta do
mecanismo de funcionalizacdo das CDs a superficie da silica (Figura 6). O &cido citrico atua
como ligante entre o polimero inorganico, através de uma reagdo de esterificacdo entre um
grupamento carboxilico e um silanol, e com o oligossacarideo, também por uma reagao de

esterificagdao envolvendo a hidroxila ligada ao C6 da ciclodextrina.
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Figura 6 Mecanismo de esterificagdo de uma hidroxila da superficie da silica com o
grupamento carboxilico de uma molécula de 4cido citrico (a), mecanismo de esterificacdo de
uma unidade de ciclodextrina com o grupamento carboxilico da molécula de 4cido citrico
ancorada na superficie da silica (b), e exemplo de uma particula de silica com outros pontos

de ancoramento do 4cido citrico com a ciclodextrina (c).
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4. Conclusao

Trés compositos hibridos organico-inorganicos foram produzidos pela funcionalizagdo das
ciclodextrinas a, B e y a silica utilizando o acido citrico como ligante. O percentual de
ciclodextrinas associadas ao 4cido citrico e fixadas na matriz inorganica foi de
aproximadamente 60% para as trés macromoléculas. Os resultados das analises térmicas
(TGA e DTA) indicam a ocorréncia de alteragdes fisico-quimicas para as ciclodextrinas
funcionalizadas, pela auséncia do pico endotérmico que antecede o evento de decomposicao e
também a diminuicdo da temperatura na qual se inicia a decomposi¢do. A area superficial
especifica reduziu com a funcionalizagdo e com a utilizagdo de ciclodextrinas maiores,
enquanto os tamanhos de poros, 5-8 nm, foram mantidos similares aos da silica ndo
funcionalizada, possivelmente ao bloqueio ou mesmo maior utilizacdo dos sitios de adsor¢ao
ativos da silica gel. De acordo com as analises espectroscopicas de RMN °C e infravermelho,
foi possivel propor um mecanismo para a funcionalizacdo dos oligossacarideos a silica. Os
resultados indicam que o processo ¢ intermediado pelo 4cido citrico, em uma reacdo de
esterificagdo entre os grupamentos carboxilicos com os silanois e as hidroxilas primarias das
ciclodextrinas. Conhecendo as propriedades das ciclodextrinas na formagao de complexos de
inclusdo com uma série de substratos, o composito deve apresentar aplicagdes promissoras em
processos de adsor¢do, catdlise, sistemas de liberacdo de drogas e outras moléculas de

interesse comercial.
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ARTIGO 3

Artigo a ser submetido a revista Journal of Hazardous Materials

REMOCAO DO HORMONIO SINTETICO METILTESTOSTERONA EM
SOLUCAO AQUOSA USANDO O COMPOSITO DE p-CICLODEXTRINA E SILICA

RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a eficiéncia do compdsito de silica e B-ciclodextrina na remocao
do hormonio 17 a-metiltestosterona em meio aquoso. A adsor¢do ¢ rapida e efetiva na faixa
de pH 4cido, com uma expressiva capacidade de adsorcdo, 11 mg g'. O melhor ajuste
cinético para aos modelos de pseudo-primeira e pseudo-segunda-ordem indica que o
mecanismo de adsor¢do € fisico, porém ocorre em sitios independentes. Tal constatagdo ¢
corroborada pelo ajuste aos modelos de isotermas de Sips e Langmuir, sugerindo a inclusao
do hormdnio nas cavidades hidrofobicas das ciclodextrinas. O valor ng, 0,75-0,92, sugere que
a superficie ¢ parcialmente heterogénea e o Ry, 0,64-0,72, mostra que o processo ¢ favoravel.
O processo de remocgdo ¢ espontaneo e exotérmico, cuja magnitude do valor de 4H (-3,129 kJ
mol™) confirma que as interagdes entre o hormonio e o compodsito sdo de natureza fraca. A
remog¢ao em coluna demonstrou a eficiéncia do compdsito para a filtragem do horménio em
meio aquoso € a dessor¢do, realizada com etanol, ¢ rapida e eficaz deixando o material em
condi¢des de reuso. Assim o compdsito apresenta grande potencial para ser utilizado no
tratamento de aguas residuais contendo o esteroide estudado, e poderd ter sua eficacia

avaliada para outras moléculas esteroides.

Palavras Chave: Contaminantes esteroides; Metiltestosterona; Ciclodextrinas; Compdsito;

Adsor¢ao.
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1. Introducao

Dentre uma grande variedade de poluentes emergentes, os hormonios esteroides sao
especialmente preocupantes por causa de seus potenciais efeitos sobre a biota aquatica e
também ao homem, via consumo de dgua e alimentos contendo esse tipo de residuo [1]. Esse
tipo de contaminantes sdo bioacumulativos e atuam como disruptores endocrinos, que podem
interferir no sistema reprodutivo e no desenvolvimento natural de organismos vivos [1,2].

A metiltestosterona (MT) ¢ um andrégeno sintético derivado da testosterona que
apresenta atividade enddcrina no tratamento do hipogonadismo masculino e da puberdade
retardada e ¢ extensivamente empregado na aquicultura de reversao sexual [3]. Essa molécula
possui alta predisposicao para bioacumulacdo, ¢ hd casos de metabolitos biologicamente
ativos ocorrendo em efluentes de instalagdes aquicolas, fazendo-se necessario o
desenvolvimento de novas tecnologias capazes de tratar os efluentes contaminados [1,4].

Tratando-se de processos de descontaminacdo ambiental, a utilizagdo da silica gel
apresenta uma grande variedade de aplicacdes, pois a simples ligacdo covalente estabelecida
na superficie do polimero ¢ capaz de produzir materiais com caracteristicas amplamente
desejaveis, como aplicagdo em sistemas de catalise, adsor¢do, fases estacionarias para
cromatografia [5,6], processos biotecnologicos [7], sensores eletroquimicos [8], extragcdo de
cations [9], troca i6nica [10], dentre outras.

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos obtidos a partir da degradacao
enzimatica do amido, e apresentam habilidade para formar complexos de inclusdo com uma
infinidade de substratos. A inclusdo de moléculas hospede na cavidade das CDs depende
essencialmente da compatibilidade estérica e dos critérios de polaridade existentes com a
molécula convidada. Além disso, as forcas que dirigem a complexacao t€ém sido atribuidas a
alta energia de repulsdo da dgua na cavidade das CDs, as interacdes de van der Waals,
hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio [11]. A B-ciclodextrina (bCD) ¢ a CD natural mais
largamente utilizada para a complexagao, tanto por suas propriedades como pela abundéncia e
consequentemente menor custo. Sua cavidade tem um didmetro de cerca de 7A, sendo grande
o bastante para acomodar um anel aromatico, por exemplo [12,13].

O uso de CDs funcionalizadas em silica ja4 vem sendo estudado e apresentando
resultados muito interessantes, como em biomedicina para liberagdo controlada de drogas
utilizadas no controle de células tumorais [14], na separagdo de moléculas de colesterol de

alimentos [15], no tratamento de contaminantes emergentes [16,17], dentre inimeras outras
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aplicacdes. Importante ressaltar que a capacidade da MT na complexag@o com a bCD livre foi
estudada pelo grupo, e os resultados indicaram uma alta afinidade do esteroide pela cavidade
hidrofobica, com uma constante de associacdo (ka) igual a 7540 L mol” [18]. Assim, este
trabalho tem por objetivo a avaliagdo do composito preparado pela funcionalizagdo da bCD
em silica, na remo¢ao do hormdénio MT em meio aquoso visando a producdo de sistemas de

filtragem desse contaminante e futura expansao para outros esteroides.

2. Materiais e Métodos
2.1. Adsorvato

O adsorvato utilizado neste estudo foi a 17-a-metiltestosterona (MT) com pureza minima de
97% (Sigma-Aldrich), cuja estrutura ¢ mostrada na Figura 1; férmula molecular, C;0H30O»;
massa molecular, 302,45; e solubilidade, 34 mg L!em agua a 25 °C. Todas as solugdes foram
preparadas em agua ultrapura obtida por sistema Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA, USA). A
solucao estoque de MT a 100 uM foi preparada pela solubilizagdo do horménio com auxilio
de banho ultrassom, que foi posteriormente diluida para as demais concentragdes utilizadas

(5, 10, 20, 30, 40, 60 e 80 uM).

o}

Figura 1 Estrutura quimica do hormdnio 17a-metiltestosterona.

2.2. Adsorvente

A B-ciclodextrina ancorada covalentemente a silica (bCDSi), produzida de acordo com
trabalhos anteriores do grupo [16], foi empregada como adsorvente. O adsorvente foi obtido,
portanto, em refluxo de 6 horas a partir de 2g de B-Ciclodextrina (pureza > 98%, Sigma-

Aldrich), silica gel de grau cromatografico (Vetec) previamente tratada em meio acido (HCl
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Imol L), 4cido citrico (99,5%, Vetec) e 50 mL de xilol (Vetec) como solvente. Na
sequéncia, o produto obtido foi lavado consecutivamente em agua, acetona e etanol, seco em

estufa a 90 °C, macerado e passado por peneira de controle granulométrico de 60 mesh.

2.3. Experimentos de adsor¢ao

Os experimentos de adsor¢dao foram realizados pela adicao de 20 mL de solucdo de
MT, nas diferentes concentracdes e temperaturas avaliadas, em 5 mg de adsorvente. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata e sob agitacdo constante de 120 rpm, as solugdes de
hormonio e adsorvente foram centrifugadas a 2500 g e as quantificagdes da MT realizadas em
espectrofotometro de UV-Visivel (Biochrom Libra S12) no comprimento de onda de 249 nm.
A capacidade de adsor¢do (ge, em mg g"') da MT em bCDSi foi calculada pela equagdo

seguinte:

qe — (CO — Ce)V
m

(1

onde, C, e C, correspondem as concentragdes de MT inicial e no equilibrio respectivamente
(mg L), 7 ¢ o volume da solucio e m a massa do adsorvente utilizado [19,20], no caso a
bCDSi.

Para a avaliacdo do pH no processo de adsor¢do do esteroide pela bCDSi foram
utilizadas solugdes de MT 30 uM e o pH ajustado entre 2 e 12 com HCI e NaOH 0,1 e 0,025
mol L™, respectivamente. As solu¢des foram mantidas em agitacdo por um periodo de 6 horas
a25+2°C.

Nos ensaios cinéticos foram empregadas solugcdes de MT nas concentragdes de 10, 30
e 60 uM. O meio contendo o adsorvente foi mantido sob agitacdo constante a 25 + 2 °C, onde
aliquotas foram coletadas em intervalos de tempo pré-definidos e quantificadas.

Os experimentos das isotermas de adsor¢do foram conduzidos em banhos
termostatizados nas temperaturas de 25, 35, 45 e 55 °C, e agitacdo constante por 12 h. Para
fins de controle, a remog¢do da MT em silica pura foi avaliada em ensaio conduzido a 25 °C.

A 1identificagdo do modelo cinético e de isoterma que oferece os melhores ajustes aos

dados experimentais foi realizado pelo teste de Qui-quadrado ndo-linear [19,20]. A estatistica
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do teste se baseia fundamentalmente no somatério dos quadrados das diferengas entre os
dados experimentais e calculados, com cada diferenca quadrada sendo dividida por seu valor
correspondente, apurado a partir dos modelos. A equacdo matematica para os célculos ¢

sumarizada como:

N _ 2
/1/2 _ Z (qe,exp qe,calc) (2)

i=1 qe,calc

onde Geexp € Gecale correspondem a capacidade de adsor¢do obtida experimentalmente e
calculada a partir do modelo respectivamente. A analise do conjunto de dados utilizando o
teste de Qui-quadrado ¢ uma ferramenta importante para confirmar o modelo, cinético ou de
isoterma, que melhor se ajuste ao processo de adsor¢do. y° sera um valor pequeno se os dados

do modelo forem analogos aos dados experimentais, ou sera grande se forem diferentes.

2.4. Ensaio de Dessor¢ao

Os experimentos para avaliar a dessor¢do do horménio da bCDSi foram constituidos
de 2 etapas. Na etapa 1, foram imersos 60 mg do adsorvente em 240 mL de solugdo de MT
100 uM. O meio foi mantido sob agitacdo constante por 12 h, posteriormente centrifugado e a
parte solida seca em dessecador. Na etapa 2 foi realizado de fato o ensaio de dessorcao, que
constituiu-se da imersao de 5 mg do adsorvente impregnado de MT (preparado na etapa 1) em
20 mL de etanol 99,8% (Vetec). A dessorcdo foi quantificada pelo monitoramento da
absorbancia no comprimento de onda de 249 nm, em intervalos de tempo pré-definidos,
levando-se em consideragdo o quantitativo que foi removido por grama de adsorvente na

etapa 1.

2.5. Ensaio em coluna

100 mg do adsorvente (bCDSi) foram empregados no ensaio de remog¢ao em coluna. A
montagem da coluna foi realizada como esquematizado na Figura 2, utilizando uma bureta
com 1,19 cm de didmetro e capacidade de 50 mL. Para a montagem do sistema de filtragem

em coluna foi utilizado algoddo estéril, papel de filtro e areia previamente lavada
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(sequencialmente em: NaOH 0,5M, H,SO4 concentrado e exaustivamente em d4gua
deionizada) e seca. A estrutura¢io da coluna se deu pela compactacdo sequencial de 1 cm’ de
algoddo, areia e algodao, 1 folha de papel filtro com diametro de 1,19 c¢cm, 100 mg do
adsorvente, e novamente 1 folha de papel filtro, 1 cm® de algoddo, areia e algoddo. A coluna
foi entdo condicionada pela passagem de 1 L de agua ultrapura. Para avaliar a possivel
interferéncia dos componentes de recheio no processo de remogao da MT, foi construida uma
segunda coluna similar a descrita anteriormente, no entanto, substituindo os 100 mg de

adsorvente por 100 mg de silica.

—

Bomba de alta pressdo

—> algoddo
-

—> compdsito

-

Figura 2 Esquema representativo do aparato experimental utilizado para a remog¢ao de MT

em coluna empregando o compdsito bCDSi.

Através da coluna foi feita a filtragdo descendente de uma carga de hormoénio de 10
uM até completa saturacdo do composito. Entre uma carga e outra a coluna era regenerada
pela passagem de etanol 99,8%, e recondicionada com agua ultrapura. Tanto na retengdo
como na elui¢do, a cada 2 mL de volume corrido pela coluna era monitorada, por meio dos

valores de absorbancia, a concentracdo de MT resultante nessas aliquotas. Com auxilio de
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uma bomba, foi mantida constante a pressao de 2,5 psi sobre o fluido, e um fluxo de liquido

de 0,48 mL min™".

3. Resultados e Discussao
3.1. Efeito do pH

O pH pode facilmente atuar nas propriedades do adsorvente, bem como na especiacao
do adsorvato, sendo assim um importante pardmetro no controle da adsor¢do [21]. A Figura 3
representa o potencial de adsor¢ao da MT em bCDSi para solugdes em uma faixa de pH de 2
a 12. O estudo mostra que a remog¢ao do hormonio ¢ um processo dependente do pH da
solucdo, cuja eficiéncia decresce com o seu aumento. Os efeitos adsorventes devem estar
mediados por interacdes de hidrogénio, ou outras forcas motrizes como van der Waals e
interagoes hidrofobicas entre o esteroide e a cavidade da ciclodextrina, € o meio acido

favorece essas interagdes entre o adsorvente e a MT.

~ -1
remocdo (mgg’)

pH

Figura 3 Efeito do pH na remocao de MT pelo nanocomposito (bCDSi).

Estudos ja demonstraram que a constante de associagdo de uma molécula hidrofobica

com a cavidade de uma ciclodextrina pode ser afetado pelo pH do meio [23]. A MT ¢ uma
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molécula bipolar, com um grupo funcional hidroxilo em C-17 e cetona em C-3 conjugado a
uma dupla ligacdo, que possui tendéncia em estabelecer ligagdes de hidrogénio. A depender
do balango i6nico do meio, a entropia de liberagdo da agua de inclusdo das ciclodextrinas
pode ser afetada e influenciar diretamente na associacdo com a molécula hospede.
Presumidamente, o efeito do pH na remoc¢ao do hormonio pode estar associado ao fato de que
os hidrogénios do oligossacarideo estabelecem uma rede de ligagdes intermoleculares [24],
que em pH neutro deve estar bastante consolidadas. A protonagdo das hidroxilas da
ciclodextrina em meio acido, pode causar algum desbalanco nas ligagdes de hidrogénio
intermoleculares e favorecer as intramoleculares com a molécula esteroide. Além disso, a
tendéncia das enonas em serem fortes aceitadores de hidrogénio, pode sofrer de uma
influencia eletrostatica com a protonacgdo das ciclodextinas, esse efeito pode contribuir com a
aproximacao e orientacdo mais efetiva do esteroide com a cavidade da ciclodextrina, o que

explica a efetividade da adsor¢ao em meio acido [23,24].

3.2. Estudo cinético da adsor¢do de MT

A cinética de adsor¢cdo da MT em bCDSi foi acompanhada por um periodo de 3 horas
(Figura 4a) sem nenhum ajuste no pH. Para melhor compreensao do mecanismo de adsor¢ao
do hormonio pelo compdsito, foram empregados modelos cinéticos de reagdo e de difusao que
contribuem para definir se o processo ¢ controlado por adsor¢do quimica ou fisica [25]. As
curvas cinéticas (Figura 4a), conduzidas em trés concentragdes distintas (10, 30 e 60 uM),
mostram que a remogao € bastante rapida, ocorrendo, em grande parte, nos 10 min iniciais de
contato entre o composito e a solugdo de MT. Além disso, a capacidade de adsor¢ao aumenta
quando a concentracdo do adsorvato em meio aquoso ¢ elevada, sugerindo que, ou possa
ocorrer um aumento nas interagdes efetivas entre as moléculas do hormoénio e o compésito, ou
que em concentracdes maiores o equilibrio de adsor¢ao ¢ mantido forgando um ntimero maior

de moléculas de MT a permanecerem nas cavidades das ciclodextrinas fixadas a silica.
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Figura 4 Cinética de adsorcao da MT em bCDSi contendo os dados experimentais e as curvas

calculadas por modelos (a) e teste de Qui-quadrado para os modelos cinéticos empregados

(b).

Os modelos cinéticos t€ém grande importancia nos estudos de remogao, pois com eles ¢
possivel estabelecer o mecanismo de adsor¢do e como ocorrem os transportes de massa em
solugdo [25]. Inimeros modelos cinéticos sdo utilizados para descrever estes mecanismos,
neste estudo foram empregados os modelos de pseudo-primeira-ordem, pseudo-segunda-

ordem, Elovich e de Morris-Weber [26-30], cujas equacdes sdo descritas a seguir.
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Os modelos de pseudo-primeira-ordem (Equacdao 3) e pseudo-segunda-ordem
(Equagdo 4) sdo habitualmente os mais utilizados para avaliar o mecanismo envolvido no
processo de adsor¢do e calcular a constante cinética. Enquanto o de pseudo-primeira-ordem
assume que a taxa de adsor¢do ¢ diretamente proporcional a diferenca entre a quantidade de
hormoénio removida com o tempo e a quantidade removida em equilibrio, o modelo de
pseudo-segunda-ordem assume que a taxa de adsor¢do ¢ proporcional ao quadrado da
diferenga entre a quantidade de hormdnio com o tempo e a quantidade de hormonio adsorvida

no equilibrio [27,28], sendo expressos como:

q,=q,(- e_klt) (3)
g = q.kt

72
h, =k, (5)

Onde g, ¢ ¢, (mg g') sdo as quantidades de MT adsorvida no equilibrio ¢ no tempo ¢
respectivamente; k; (min™') € a constante cinética de pseudo-primeira-ordem; e k(g mg” min
") é a constante cinética de pseudo-segunda-ordem. A partir da constante cinética (ks) é
possivel determinar a taxa de adsor¢do inicial, 4 (mg g’ min™), (Equacao 5).

O modelo de Elovich foi proposto inicialmente para descrever a cinética de
quimissorc¢ao de gases em superficies solidas, posteriormente foi modificado e empregado em
processos de retengao em fase liquida. Na equagdo que define este modelo (Equacao 6), o (mg
g'1 min™) ¢ a taxa de adsor¢do inicial da equagdo de Elovich e a constante £ (g mg™) esta

relacionada com a cobertura da superficie e a energia de ativacao por quimissor¢ao [26,28].
1
qt:EIn(l+a-b-I) (6)

O modelo de Morris-Weber foi proposto para determinar se a taxa de difusdo
intraparticula ¢ uma etapa limitante no processo de adsor¢ao. O modelo pode ser expresso

pela seguinte equagao:

q, =k "’ +C (7)
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Onde k;; (mg g'1 min "2

) ¢ a taxa de difusdo intraparticula e C (mg g'l) ¢ uma constante
relacionada com a resisténcia a adsor¢do. A curva de difusdo intraparticula pode envolver
varios segmentos de retas, em que cada segmento corresponde a um estagio no processo de
adsor¢do. O primeiro estadgio corresponde a difusdao do adsorvato através da solucdo até a
superficie externa do adsorvente, o segundo estagio compreende a uma adsor¢do gradual,
onde a taxa de difusdo intraparticula ¢ limitante e o terceiro estagio € relacionado ao equilibrio
final alcan¢ado devido a reducdo dos sitios de adsor¢do internos e & menor concentragao de
adsorvato em solugdo [28-30]. Como apresentado na Tabela 1, a redu¢dao consideravel na
constante de difusdo na segunda etapa (k; ) em relacdo a primeira (k; ;) indica uma diminui¢ao
na difusdo das moléculas de MT até alcancarem o equilibrio na terceira etapa. As curvas
cinéticas para o modelo de Weber-Morris (Figura 5) mostram que, além da quantidade
adsorvida na primeira etapa ser bastante superior as etapas seguintes, os seguimentos lineares
ndo passam pela origem e ndio apresentam um bom coeficiente de correlagio (R?), assinalando
que a difusdo intraparticula ndo ¢ o mecanismo predominante na adsor¢do. Os valores
negativos observados para a primeira etapa podem indicar algum efeito de resisténcia no filme
de difusao externo [31] ou refletir alguma imprecisao na determinagdo do g, experimental na
fase inicial da adsorcdo tendo em vista que o processo de deposicdo ¢ bastante rapido [32].
Enquanto que, a reducdo consideravel na constante de difusdo na segunda etapa (k;2) em
relagdo a primeira (k;3) indica uma diminuicdo na difusdo das moléculas de MT até

alcancarem o equilibrio na terceira etapa.
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Figura S Curvas cinéticas da remog¢ao de MT em bCDSi para o modelo de Morris-Weber.
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Tabela 1 Parametros cinéticos para a adsor¢ao de MTT em BCDSi.

Concentragao de MTT (uM)

Modelo cinético Parametros
10 30 60
Valor experimental Qe,exp (MG g™ 3,405 6,692 9,226
Pseudo-primeira ordem  k; (min'l) 0,2082 0,2493 0,3865
qe (mg g™) 3,265 6,343 8,654
v 0,0275 0,1742 0,1322
r’ 0,9753 0,9588 0,9798
Pseudo-segunda ordem  k, (g mg™' min™) 0,0855 0,0513 0,0698
qe (mg g™) 3,501 6,775 9,903
h (mg g’ min™) 1,048 2,354 5,696
v 0,0249 0,2031 0,0866
r’ 0,9777 0,9520 0,9868
Elovich o (mg g’ min™) 11,49 33,98 1397
B (gmg™) 2,276 1,239 1,341
v 0,1135 0,5252 0,4018
r’ 0,8982 0,8758 0,9385
Difusdo intraparticula
Etapa I kii (mg g min™"?) 1,044 2,253 3,164
Ci(mggh) -1,321 -3,332 0,6948
1‘2 - - -
Etapa II ki> (mg g min™"?) 0,1375 0,1361 0,2553
Ci(mggh) 2,341 5,524 7,319
r’ 0,9290 0,7892 0,8333
Etapa III kiz (mg g” min™"?) 0,0112 0,0426 -0,0900
Ci(mggh) 3,245 6,146 9,934
r’ 0,7378 0,4626 0,8235

Os parametros cinéticos para os modelos de adsor¢ao da MT no composito de bCDSi
sio sumarizados na Tabela 1. Tendo em vista os coeficientes de correlagio (R’) e os
resultados estatisticos de Qui-quadrado (y°) (Figura 4b), o modelo cinético de Elovich é o que

apresenta o pior ajuste quando comparado aos modelos de pseudo-primeira-ordem e pseudo-
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segunda-ordem. Ambos os modelos, pseudo-primeira-ordem e pseudo-segunda-ordem,
apresentaram R’ e y° bastante proximos, o que dificulta a defini¢do entre qual é o melhor
modelo para descrever a adsor¢do de MT no composito, apesar dos valores experimentais
estarem ligeiramente mais proximos ao mecanismo para adsor¢do de pseudo-segunda-ordem,
que ¢ caracteristico de eventos de quimissor¢ao. Tal ambiguidade entre os modelos pode estar
relacionada com a natureza da deposicao das moléculas de hormonio no composito, ja que a
remog¢ao da MT em solug¢ao aquosa pode ocorrer por algum mecanismo de complexagdo com
as ciclodextrinas funcionalizadas a silica [33]. Assim, as forg¢as que regem a adsor¢do sao
aquelas associadas a cavidade das ciclodextrinas, como as interacdes de hidrogénio,
hidrofoébicas e de van der Waals. Apesar das moléculas de hormonio nao estarem se
associando ao compdsito por meio de ligagdes quimicas formais, a constante de complexagao
entre as moléculas de MT e a cavidade hidrofobica das bCDs ¢ bastante elevada [18],
tornando bastante favoravel o processo de deposi¢ao. Como os sitios de adsor¢do sdo bastante
uniformes, a complexagdo ocorre de forma especifica e a transmigracdo do hormoénio pela
superficie do compoésito ndo deve ser consideravelmente relevante. Resumidamente, a

cinética de remog¢ao do hormoénio pode ser descrita como:

A+M = AM (8)
onde A corresponde aos sitios de adsorcao ativos existentes na superficie da bCDSi, M ¢ a
concentracdo de MT livre em solu¢do e AM ¢é a concentragdo do hormoénio adsorvida no

compdsito. Um esquema do mecanismo de adsorcdo das moléculas de MT na superficie

adsorvente ¢ mostrado na Figura 6.

MmT

I

= k/\,
\ .

Figura 6 Proposta de mecanismo de adsor¢ao do horménio MT no composito bCDSi.
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3.3. Isotermas de adsor¢ao

Assim como os parametros cinéticos, o equilibrio de adsor¢do ¢ um dos mais
importantes aspectos fisico-quimicos a se conhecer [34]. As isotermas de adsor¢ao sao uma
valiosa ferramenta, capaz de estabelecer uma relacdo apropriada entre o adsorvato e o
adsorvente, otimizando de maneira critica o comportamento entre as espécies envolvidas na
adsor¢ao [25]. Os dados adquiridos nos experimentos das isotermas de adsor¢do, nas
temperaturas de 25-55 °C, foram analisados utilizando os modelos ndo lineares de Freundlich

[35], Langmuir [36], Sips [37] e Temkin [38], cujas equagdes sdo descritas na sequéncia:

Modelo de Freundlich: ¢, = K,.C."" o

onde Kr (L g') é a constante de Freundlich indicativa da capacidade de adsor¢do do material
adsorvente e ny indica a eficiéncia do processo de adsor¢cdo. O valor de nF deve ser sempre
maior do que 1, e na faixa de 2-10 indica que o processo ¢ favoravel. Esse modelo assume a
existéncia de multicamadas de adsor¢do em uma superficie heterogénea do adsorvente com

interagao entre as moléculas do adsorvato [33,35,39].

Modelo de Langmuir: ¢, = Do K, C
1+K,C, (10)

onde ¢ (Mg g'l) ¢ a capacidade méaxima de adsor¢do e K; (L mg'l) ¢ a constante de
Langmuir relacionada a energia de adsor¢do. O modelo desta isoterma segue a hipotese de
que as moléculas sdo adsorvidas e aderem na superficie do adsorvente em sitios ativos
definidos e localizados, formando uma monocamada. Cada um destes sitios ativos pode
acomodar um composto adsorvido e a energia de adsor¢do de cada espécie ¢ a mesma em

todos os sitios da superficie [36,39].

Qmax KS C:S

Modelo de Sips: g, =
ps- 4. 1+K,C"

(1)

onde Kg (L mg’l)”nS ¢ a constante de Sips e ns representa o grau de heterogeneidade do

sistema, sendo que o sistema sera homogéneo para n, igual a 1 e heterogéneo para valores
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menores que 1. Os valores de ng superiores a 1 indicam a formacao de mais de uma camada

de adsorvato sobre o adsorvente [37,39,40].

Modelo de Temkin: g, = BIn(k,C,) (12)

onde B=(RT/b;) é a constante relacionada com o calor de adsorcdo (J mol™), b7 é uma
constante de Temkin e K7 (L g') é a constante relacionada ao equilibrio das ligacdes. O
modelo de Temkin leva em consideracdo que o calor de adsor¢cao das moléculas adsorvida
diminui linearmente com o recobrimento da superficie e que a distribuicdo das energias de
ligag¢do € uniforme [28,38,39].

As isotermas de adsor¢do da MT no compdsito bCDSi sdo mostradas na Figura 7
juntamente aos modelos empregados nesse estudo e o teste estatistico de Qui-quadrado. A
adsor¢do ¢ perceptivelmente um fendmeno exotérmico e sua eficiéncia diminui
gradativamente com o aumento da temperatura [16]. A concentragdo adsorvida (g.) aumenta
com a concentragdo de equilibrio (C,) até atingir o valor maximo para a constante de adsor¢ao
(Omax), quando as moléculas de MT tém maior dificuldade para encontrar sitios vacantes, o
que sugere a saturacdo progressiva do compdsito [41].

A agdo da temperatura no processo de adsor¢do ¢ mostrada na Tabela 2 concomitante
aos ajustes para os modelos de isotermas. De acordo com os dados descritos, para as
temperaturas de 25, 35, 45 ¢ 55 °C, em sistemas com agitacdo, a capacidade maxima de
adsor¢ao foi de aproximadamente 11, 10, 9 ¢ 8 mg de MT por grama do compoOsito
respectivamente. O compoésito mostrou-se bastante promissor para a remog¢ao de MT em meio
aquoso e a extensdo de sua aplicacdo para outras moléculas esteroides deve ser investigada.
Sua capacidade de adsor¢ao para a mesma molécula foi superior aos resultados encontrados
na literatura, como na remoc¢ao em nanotubos de carbono funcionalizados com 6xido de ferro
[3] e em Salvinia cucullata [42], que apresentaram capacidade méaxima de adsorcdo de

aproximadamente 120 ug g e 5 mg g respectivamente.
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Tabela 2 Parametros calculados para as isotermas de Freundlich, Langmuir, Sips ¢ Temkin

para o processo de adsor¢do da MT em bCDSi.

Modelo de . Temperatura (°C)
Parametros
Isoterma 25 35 45 55
zi‘e);memal Qm (mg g 10,84 9,583 8,791 7,924
Freundlich Kr(Lg" 2,992 2,635 2,303 2,060
g 2,455 2,461 2,341 2,349
v 0,1855 0,1621 0,2827 0,1869
R? 0,9872 0,9856 0,9722 0,9768
Langmuir Qum (mg g) 13,09 11,54 11,16 9,958
K. (Lmg™h) 0,1730 0,1715 0,1495 0,1488
v 0,0972 0,0491 0,0515 0,0259
R? 0,9933 0,9956 0,9949 0,9968
RL 0,6385 0,6689 0,7057 0,7180
Sips Qm (mg g™ 16,58 13,81 11,55 10,57
Ks (L mg™)"™ 0,1682 0,1717 0,1519 0,1522
ng 0,7491 0,7918 0,9503 0,9194
v 0,0274 0,0139 0,0580 0,0258
R? 0,9981 0,9988 0,9943 0,9968
Temkin Kr(Lgh) 2,161 2,032 1,660 1,654
br 3,523-10°  4,062:10*  4,240-10°  4,902:10*
B (J mol™) 0,0703 0,0630 0,0624 0,0556
v 0,1208 0,0629 0,1032 0,0592
R? 0,9917 0,9944 0,9898 0,9927

A correlagio entre os modelos de isotermas, expresso por R’, e o teste de Qui-
quadrado, y*, mostrados na Tabela 2 e Figura 7e, indicam o melhor ajuste para os modelos de
Sips e Langmuir para todas as temperaturas. Assim, os resultados para ambos os modelos
reportam para uma adsor¢do em monocamada [39,40], com as moléculas de MT sendo
adsorvidas em sitios especificos da superficie do composito, corroborando com o pressuposto
de que o mecanismo envolvido seja o de complexacdo com a cavidade hidrofobica das CDs.

Os valores de ng para as temperaturas de 25 a 55 °C, indicam o grau de homogeneidade da
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superficie de adsor¢ao, apresentam variagao na faixa de 0,7491 a 0,9194, cuja proximidade de
1 implica em uma superficie parcialmente heterogénea [40]. A predisposi¢do para a
ocorréncia da adsorcdo das moléculas de MT pelo compdsito foi avaliada pela constante

adimensional de Langmuir (R;), definida pela equagao:

Ro L
1+K,C,

(13)

onde K; (L mg™) refere-se a constante de Langmuir relacionada a energia livre de adsorcio e
C, (mg L") a concentracio inicial adsorvida. A dimensdo dos valores para o pardmetro R,
indica que a isoterma nao ¢ favoravel se R; > 1, linear se R, = 1, favoravel se 0 < R; < 1, ou
irreversivel se R, = 0 [27,28]. Portanto, os valores de R, listados na Tabela 2, para as
diferentes temperaturas, estdo todos em uma faixa de 0,6385 a 0,7180, assinalando que o

processo de adsorcao ¢ favoravel e beneficiado pela reducdo de temperatura.

3.4. Estudos termodinimicos

Os parametros termodinamicos podem ser determinados utilizando a constante de
Langmuir (K;) para as distintas temperaturas. A alteragao na energia livre de Gibbs (4G) ¢ um
critério fundamental para a espontaneidade da reag¢do, que ocorrerdo espontaneamente em
uma dada temperatura se o 4G for negativo [32]. Os valores de energia livre (4G), entalpia
(4H) e entropia (4S) associados ao processo de adsorcao foram calculados utilizando as

equagoes a seguir:

AG=-RThK, (14)
Ink, =20 __AH AS (15)
RT  RT R

com R correspondendo a constante do gas ideal (8,314 J mol' K), T a temperatura em

Kelvin e K; (L mol™)a constante de Langmuir. Plotando InK; em funcdo de 1/7 os parimetros
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sao facilmente calculados a partir da inclinagdo e intercepto da reta, cujos valores sao

expressos na Tabela 3.

Tabela 3 Parametros termodinamicos para a adsor¢cao de MTT em BCDSi.

T KL AH AS AG
(°C) (10°Lmol™)  (kimol™  (Imol’K") (kI mol™)

25 52,32 -26,93

35 51,87 -27,81
-3,129 74,38

45 45,22 -28,35

55 45,00 -29,23

Os valores de AG negativos evidenciam que o processo ¢ espontdneo para as
temperaturas trabalhadas. O valor negativo para entalpia (AH = -3,129 kJ mol™) confirma o
carater exotérmico para esse processo de adsor¢ao, e acompanhado do valor positivo para a
entropia (AS = 74,38 J mol” K') sugere o recobrimento da superficie do compésito pelas
moléculas de MT [19,27,33]. A libera¢do de energia pelo sistema ¢ pequena, demonstrado
pela baixa magnitude no valor de AH, indicando que as forgas envolvidas no processo de
adsorcao sao fracas, caracteristicas de uma fisissorcao [32].

Estes resultados corroboram com as caracteristicas aguardadas para o material e concordam
com o mecanismo de adsor¢do proposto a partir dos estudos cinéticos, ja que as CDs sdo
descritas como estruturas capazes de acomodar moléculas que apresentem afinidade com sua
cavidade por meio de interagdes fracas como as hidrofébicas, forcas de van der Waals e
interacdes de London [11]. Podemos dizer entdo, que nao ocorre quimissor¢ao ¢ que o melhor
ajuste dos dados aos modelos de isoterma de Langmuir e Sips deve estar relacionado a
formacdo de monocamada e a existéncia de sitios independentes. A superficie do material,
intuitivamente recoberta por moléculas de CDs, apresenta poros especificos as estruturas da
MT impedindo que haja, neste caso de fisissor¢ao, a formagao de multicamadas de adsor¢ao

[16].
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3.5. Estudos de dessorcao

A Figura 8 apresenta a dessor¢do do hormonio MT em etanol monitorada por um
periodo de 1 h. Assim como a cinética de remog¢ao em meio aquoso, a dessor¢ao em etanol ¢
bastante rapida, em menos de 10 min cerca de 65% da MT ¢ dessorvida, entrando em

equilibrio com a quantidade ainda remanescente no composito.
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Figura 8. Dessor¢ao da MT em etanol.

A MT ¢é uma molécula bastante hidrofobica e sua adsor¢do em meio aquoso, por meio
da complexagdo com as CDs funcionalizadas na silica, se deve pelas forcas atrativas da
cavidade das CDs relacionadas as interacdes hidrofébicas [18], como discutidas
anteriormente. A imersdo em meio etanolico favorece o processo de dessor¢do, pois € capaz
de promover um ambiente externo mais hidrofobico fazendo com que a MT abandone a

cavidade da bCD funcionalizada na silica.

3.6. Remoc¢ao do hormonio em coluna de leito fixo

O ensaio para remog¢ao da MT em um sistema de leito fixo reflete em uma remocgao
extremamente significativa, até a saturacdo do composito, expresso na Figura 9 em termos de
absorbancia. Com uma concentragdo de 10 uM de MT, a carga de hormonio foi filtrada pela
coluna com uma vazdo descendente. Um ensaio controle em uma coluna similar, porém

recheada com 100 mg de silica pura em substituigdo ao compdsito, indicou que os demais
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materiais utilizados para a construgdo da coluna, bem como a silica pura, nao influenciam na
remog¢ao do hormonio (Ver Figura S1, material suplementar). Assim, ¢ possivel notar que nos
25 mL iniciais filtrados pelo composito (sendo descontados 4 mL iniciais correspondentes a
agua remanescente utilizada para condicionar a coluna), ocorre a remogdo efetiva do
hormonio, correspondendo a 7,56 mg de MT por grama do compésito. Com o fluxo constante
da carga de hormdnio através da coluna ocorre a satura¢do do adsorvente até o ponto em que a
concentragdo do efluente se iguala a do afluente. Apds a filtragem dos 25 mL iniciais a
eficiéncia da coluna comeca a decrescer e a concentragao de horménio no efluente da coluna
comec¢a a aumentar, apresentando uma remoc¢do de 50% da concentracdo inicial até

aproximadamente 80 mL, e se igualando a concentragdo da carga inserida em 175 mL.
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Figura 9 Remocao (a) e dessorcao (b) do hormdénio MT em coluna de leito fixo. Carga de MT

de 10 puM, a 25 °C e fluxo 0,48 mL min™".
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Apos o uso, a coluna passou pelo processo de dessor¢do do hormdnio aderido ao
composito através da lavagem com uma solugdo eluente de etanol. O etanol se mostrou
bastante eficiente na limpeza da coluna, sendo que a dessor¢cdo no hormdnio ¢ praticamente
instantdnea com o fluxo constante, reduzindo a absorbancia a zero. Posteriormente, duas
cargas subsequentes de MT alimentaram a coluna apresentando resultado idéntico aquele
obtido com a primeira carga. Estes resultados indicam o potencial do composito para
elaboracdo de sistemas para remog¢ao desse tipo de esteroide, com um nivel consideravel de

remocao mesmo em situacoes de reuso.

4. Conclusao

O compdsito de bCD e silica foi empregado com sucesso na adsor¢do do hormodnio
MT em meio aquoso, cuja remocdo ¢ favorecida com a diminui¢do do pH. A cinética de
adsor¢ao ¢ rapida, cujo modelo de Weber-Morris indica que a difusdo intraparticula ndo ¢ um
mecanismo limitante para a adsor¢do. O melhor ajuste cinético aos modelos de pseudo-
primeira e pseudo-segunda ordem indicam que a adsor¢do ocorre por um mecanismo fisico,
porém em sitios independentes. O compdsito apresenta uma capacidade maxima de adsorcao
de 11 mg g' a 25 °C, com melhor ajuste aos modelos de isoterma de Langmuir e Sips,
confirmando a deposi¢gdo da MT em uma monocamada de adsor¢do em sitios especificos
formados pelas cavidades hidrofobicas das bCDs funcionalizadas a silica. O parametro ng, de
Sips, entre 0,75 e 0,92 indica que a superficie de adsor¢do ¢ parcialmente heterogénea e a
adsorc¢ao ¢ favoravel de acordo com um R; entre 0,64 e 0,72. A adsor¢do ¢ favorecida em
temperaturas mais baixas e a entropia (4S) positiva do sistema sugere o recobrimento da
superficie pelas moléculas de MT. A adsorcao ¢ um processo espontaneo, confirmado pelos
valores de energia livre de Gibbs (4G) negativos, € um processo exotérmico, expresso por
uma entalpia (4H) de -3,129 kJ mol™. O pequeno valor para a energia liberada pela adsor¢ao
confirma que as interagdes entre as moléculas de MT e o compdsito sdo fracas, confirmando
que o processo se da por fisissor¢ao. Por fim, os ensaios em coluna demonstram a eficiéncia
do composito na filtragdo do hormonio em solugdo aquosa, € a dessorcdo em etanol ¢ eficaz
na regeneracdo do material deixando-o apto para o reuso. Assim, esse estudo apresenta grande
relevancia para aplicagdo desse material em filtros para remo¢dao de MT em efluentes da
aquicultura e pecuaria contendo esse esteroide e também podera ter avaliada sua

aplicabilidade para outras moléculas esteroides.
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Aplicacido da Dinamica de Particulas Dissipativas (DPD) no entendimento da

complexacio entre a metiltestosterona e ciclodextrinas

A formatagdo desse artigo esta de acordo com o manual de normalizagdo da UFLA

Resumo

Resultados experimentais atestam as interacdes entre moléculas esteroides, como a
metiltestosterona, com a cavidade hidrofobica das ciclodextrinas. Esse tipo de interagcao tem
grande importancia para aplicagdes no melhoramento de propriedades fisico-quimicas desse
tipo de hormodnio, em sistemas de liberagdo controlada e no sequestro dos residuos do
esteroide em meio aquoso. Um modelo mesoscopico para a molécula de metiltestosterona foi
desenvolvido conjuntamente a avaliacdo dos parametros de repulsdo com as ciclodextrinas,
estudado com dindmica de particulas dissipativas. Além das informagdes que podem ser
obtidas com respeito as interagdes envolvidas na complexacgdo, esse tipo de modelagem, se
bem sucedido, pode ser aplicado a este e outros compostos, reduzindo custos com reagentes
em experimentos de bancada, e tempo com as simulagdes computacionais, por se tratar de
sistemas formados por muitos atomos. As simulacdes indicam que as forcas hidrofébicas
impulsionam as interagdes entre o hormodnio e as ciclodextrinas. Ao longo do texto sdo
discutidos os modelos e pardmetros que possam imitar através de simulagdes o que ocorre
experimentalmente. Apesar dos avangos, um modelo final que possa ser aplicado com éxito
para os sistemas homogéneos, entre o hormdnio e as ciclodextrinas, e heterogéneo, em que as
ciclodextrinas estdo fixadas em uma matriz inorganica, ndo foi totalmente concluido. A
modelagem se aproxima ao percentual de complexacdo para a y-ciclodextrina, no entanto,
existem detalhes, seja no desenho do modelo ou nos parametros de repulsdao, que nao foram

percebidos para a conclusao de um modelo aplicével para as trés ciclodextrinas avaliadas.

Palavras chave: Ciclodextrinas, Metiltestosterona, Dindmica de particulas dissipativas,

Modelagem molecular, Métodos mesoscopicos.



135

1. Introducao

A dinamica de particulas dissipativas (DPD) foi desenvolvida em uma tentativa de
reproduzir de maneira coerente os fenOmenos que ocorrem em uma escala mesoscopica, para
os quais as simulagdes de dindmica molecular (DM) apresentem limitacdes ao fato de
contemplar todos os atomos presentes (ESPANOL; WARREN, 1995; SHIH et al., 2006). O
modelo consiste em um conjunto de beads (particulas dissipativas), onde cada bead representa
um conjunto de atomos ou moléculas e que refletem as propriedades desse conjunto
(ESPANOL, 2005). As particulas estdo sujeitas a trés tipos de forcas, sendo que uma sio
forcas conservativas ou de repulsdo, que capturam os efeitos da pressdo entre as diferentes
particulas; outra € o atrito, uma forga dissipativa, que ird descrever a resisténcia das particulas
a viscosidade em um fluido real; e por ultimo, a forga estocéstica, ou aleatdria, que descreve
os graus de liberdade eliminados da descricdo no processo de “coarse-graining” (GROOT;
WARREN, 1997).

Apesar da deficiéncia do modelo de DPD originario da simplificagdo excessiva de
conceitos em sua formulagdo, o modelo tem se mostrado atrativo e versatil em simulagoes
com fluidos complexos. Realizando mudancas nas forcas conservativas entre o fluido e as
particulas, a construcdo de estruturas poliméricas, sistemas coloidais, anfifilicos e misturas, se
ddo de maneira bastante simples (ESPANOL, 2005; WIIMANS; SMIT, 2002).

A metiltestosterona (MT) ¢ um andrégeno sintético bastante empregado na aquicultura
de inversio sexual (HU et al., 2011). E um composto altamente hidrofobico, que apresenta
baixa solubilidade em 4gua, possui potencial de bioconcentracdo moderado e causa
disfungdes endocrinas em organismos vivos (MLALILA et al., 2015; GUEDES-ALONSO et
al., 2017). Tecnologias que viabilize sua utilizagdo em dosagens menores as habitualmente
empregadas, e removam a carga residual em meio aquoso, ¢ de fundamental interesse pelo
setor aquicola e os 6rgdos de preservagdao ambiental.

O uso das ciclodextrinas (CDs) na formagdo de complexos de inclusdo com uma vasta
variedade de moléculas ja demostraram os beneficios da complexacdo para as moléculas
convidadas. Estas macromoléculas apresentam-se em forma de um cone truncado cuja
cavidade apresenta caracteristicas mais apolares e seu exterior polar. A complexag¢do pode
alterar propriedades fisico-quimicas como a solubilidade e a estabilidade modulando
liberacdes e alterando a disponibilidade de drogas por exemplo (SZEJTLI, 2013;
BREWSTER; LOFTSSON, 2007).



136

Sistemas contendo CDs muitas vezes podem ser complexos e grandes, € em estudos
tedricos demandar maiores custos computacionais ou mesmo inviabilizando os calculos caso
esteja associado a estruturas poliméricas. Assim, esse estudo visa o desenvolvimento de
modelos que se aproximem a reproducdo dos dados experimentais e possivelmente possam
ser utilizados para predizer propriedades em experimentos utilizando sistemas complexos,

como aqueles em que as CDs estdo ancoradas a suportes poliméricos, como a silica.

2 Materiais e Métodos

Nos testes realizados, os sistemas foram construidos a partir de modelos “Coarse-
Grain”. As CDs foram utilizadas como construidas por Jaime em sua estdncia no grupo do
professor Berend Smit, que desenvolveu o Mesomol, um programa proprio para realizar
simulagdes de CGMD (coarse-grain molecular dynamics). Este programa faz uso de unidades
reduzidas (u.r.) para avaliar as interagdes entre as beads, sendo que 1 u.r. equivale a 6,47
angstrons, assim cada bead de 1 u.r. equivale a um conjunto de atomos que possuem o
tamanho de 6,47 angstrons.

Inicialmente foram distinguidas trés tipos de particulas, w, & e t, para representar a
agua e os atomos da cavidade e do exterior das CDs. Neste modelo, uma bead w, equivale a
tré€s moléculas de dgua. O modelo para a CD, construido por Jaime e, utilizado nesse trabalho
esta esquematizado na Figura la, em que cada unidade de glucose que compde a CD ¢
representado por 2 beads, uma hidrofilica (%) e outra hidrofébica (¢), sendo que as beads
hidrofébicas foram dispostas a meia distancia de ligacdo entre as beads hidrofilicas. Os
modelos utilizados para todas as 3 CDs sdo equivalentes, levando em consideracdo que o

namero beads é correspondente ao nimero de glucoses.

Figura 1 - Esquema para o modelo coarse-grain da bCD, com as beads hidrofilicas em tom

escuro e o interior hidrofobico representado pelas beads em tom claro.
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Nas simulag¢des de DPD, as particulas hidrofilicas e hidrofobicas interagem através de
um modelo de repulsao suave, e cada particula, ou bead, representa o centro de massa de um
conjunto de atomos. A técnica de simulagdo de DPD ¢é baseada na simulacdo de esferas
macias (beads), cujo movimento ¢ regido por certas regras de colisdo. Nesse sistema, as
particulas interagem por trés forcas, sendo uma forga conservativa (F¢), uma forca dissipativa
(Fp) e uma forca aleatdria (F), sendo que, as forgas dissipativa e aleatoria sdo escolhidas de
tal forma que uma distribuicdo canodnica adequada seja amostrada (KRANENBUR; SMIT,
2004; GROOT; WARREN, 1997). O somatorio dessas trés forcas (Equagdo 1), corresponde a
forca total de uma dada particula (ESPANOL; WARREN, 1995).

ENIES YW M

J#i J#i J#i
A forga conservadora, dada por F, ¢ uma interagdo repulsiva suave, que ¢ linear até

uma distancia de corte 7.

. a,(1-r,/r)r r<r
Fy =
0 -

‘ (2)

onde r;; € a distancia entre as particulas i e j, a; € o pardmetro que caracteriza a interagdo entre
duas particulas e r. ¢ o raio de corte. Os parametros de DPD estdo relacionados a
compressibilidade da dgua e aos parametros de solubilidade de Flory-Huggins, de modo que
uma descri¢do razoavel da termodinamica do sistema real ¢ passivel de ser obtida (GROOT;
WARREN, 1997; KRANENBURG; SMIT, 2004).

Os parametros de repulsao adotados por Meyer et al. (2009), para o modelo da
bicamada de fosfolipideos e o colesterol, sdo descritos na Tabela 1, em que w representa as
beads de agua, h representam as beads hidrofilicas do fosfolipideo e do colesterol, ¢, as
beads hidrofobicas do fosfolipideo, e ¢’ as beads hidrofobicas do colesterol. A partir desse
modelo, adaptagdes foram feitas nos parametros de repulsdo visando a obtencdo de um

modelo para as CDs e a molécula de metiltestosterona (MT).
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Tabela 1 — Parametros de repulsao adotados para o modelo da bicamada de fosfolipideos e o

colesterol em simulagcdes DPD

w h t t’

25 15 80 120
h 35 80 80
t 25 80
t’ 25

Fonte: MEYER et al., 2010

Portanto, as simulagdes de DPD neste trabalho irdo abordar os resultados obtidos para
a obtencdo dos melhores pardmetros de repulsdo das CDs, e a criagdo e avaliagdo dos
parametros de repulsdo para o hormdénio MT. Todos esses caculos foram realizados com o

programa Mesomol.

3 Desenvolvimento, resultados e discussao

O modelo coarse-grain para a molécula de MT foi desenhado inicialmente com 3
beads de 1 u.r. (Figura 2), que possuem carater hidrofobico (¢°). Os ensaios que seguem
avaliaram a complexacdao deste modelo de 3 beads em um sistema contendo uma uUnica
molécula de MT e uma de CD cujos parametros de hidrofobicidade empregados sdo descritos
na Tabela 2. Trata-se de um sistema constituido por 3 tipos de componentes modelados com 4
distintas beads que buscam representar os efeitos de polaridade presentes nas moléculas. O
sistema apresenta uma dimensao cubica de 15 u.r., com 10000 moléculas de dgua, 1 de CD e
1 de MT. A partir de simulacdes prévias realizadas no grupo do Prof. Carlos Jaime, os
parametros adotados inicialmente, sofreram algumas alteracdes com relagdo aos trabalhos
com os fosfolipideos e o colesterol, e estdo descritos na Tabela 2.

As simulacdes de DPD, empregando os parametros descritos na Tabela 2, foram
avaliadas quanto a distribuicao radial dos modelos de coarse-grain (com auxilio do Visual
Molecular Dynamics — VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHLTEN, 1996)), cujo valor de
integral indica a proximidade entre as estruturas de CD e de MT, capazes de relacionar se
ocorre ou nao a complexacao. Como 1 u.r. corresponde a 6,47 angstrons, para que ocorra a

complexacdo a distdncia maxima de uma molécula e outra deve ser de 3,23 angstrons ou seja,
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aproximadamente 0,5 u.r. Diante disso os resultados para a aCD, bCD e gCD foi de 57, 43 e

4% de complexacdo respectivamente.

Figura 2 - Esquema para o modelo coarse-grain de 3 beads para a MT.

Tabela 2 - Parametros de hidrofobicidade entre as beads para o modelo de complexacao para

as CDs e MT.
w h t t
25 15 80 120
h 35 0 80
t 25 15
t 35

Os resultados experimentais indicam alta porcentagem de interagcdo entre a MT e as
CDs beta e gama, e por apresentar uma cavidade pequena para o tamanho do esteroide nao se
esperava altos valores para a aCD, assim os resultados obtidos parecem ndo retratar bem os
dados experimentais, € prosseguimos com a avaliacdo de novos pardmetros para a modelagem
da complexagao.

Uma série de desenhos de experimentos (FERRE, 2004) foram feitos para averiguar
quais parametros, relacionados a repulsao e hidrofobicidade, mais influenciam no fenomeno
de complexagdo, simulado por DPD. No entanto, apesar de distintos valores em algumas
combinagdes de pardmetros, nenhuma apresentou alguma aproximagdo a fim de retratar os
dados experimentais. Entdo, em meio a exaustivas tentativas, passamos considerar que o
modelo construido para o hormonio ndo deve ser o melhor para sua representagdo € um novo

modelo foi construido, o de 4 beads (Figura 3).
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Para a construcdo desse modelo foi feita a sobreposi¢do de circunferéncias sobre a
molécula de MT, a qual foi coberta por 4 beads, sendo as duas das extremidades (cabeca e
cauda) maiores e 2 menores mais centralizadas, cujas dimensoes sdo esquematizadas abaixo e
as coordenadas de cada bead definidas no quadro ao lado.

Inicialmente este modelo havia sido construido com beads de 1 e 0,75 u.r. € os
parametros utilizados como os demonstrados na Tabela 2, no entanto o modelo era demasiado
grande para entrar na cavidade da bCD. A proximidade entre uma molécula de MT e bCD ¢
real mas essa distancia ¢ maior que 0,5 u.r., e portanto ndo ocorre complexagdo. Como o
modelo ¢ grande para a cavidade, a molécula estd proxima cerca de 80% do tempo de
simulagdo, mas nao complexada.

Com o novo modelo coarse-grain, onde foi reduzido o tamanho das beads, como
apresentado na Figura 3 (beads com 0,75 e 0,5 ur), foi realizado um novo ensaio de 210000
ciclos. Neste experimento a complexacdo ocorre em 24% do tempo de simulacdo. Apesar de
haver complexa¢ao com esse modelo, a percentagem com que ocorre ainda ndo ¢ satisfatoria,
tendo em vista que os dados experimentais indicam uma complexagdo bastante expressiva,
com uma forte constante de associacdo. Assim, um desenho de experimentos foi feito
buscando correlacionar quais fatores interferem com maior expressividade no fenomeno de
complexacdo, se o modelo ou os parametros de hidrofobicidade. Portanto, os fatores

investigados foram a interacao agua/MT, interagdo MT/cavidade da CD e o modelo da MT

Figura 3 - Modelo de 4 beads com as dimensdes e correspondentes coordenadas de cada bead,

construido a partir da sobreposi¢ao da molécula de MT com circulos.

bead |x y z
1 0 0 0
2 0,573 |-0,25 0
3 1,1456 | 0 0
4 0,573 0,25 0
1,146
bead |x y z
1 1 1 1
2 1,573 | 0,75 1
3 2,1456 | 1 1
4 1,573 1,25 1
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A matriz a seguir ilustra o desenho de experimento apresentando os parametros

utilizados e as respostas obtidas na sequéncia de quadros.

agua/MT MT/CD modelo A B C
int. MT
120 10 3 beads - - -
150 10 3 beads + - -
120 15 3 beads - + -
150 15 3 beads + + -
120 10 4 beads - - - +
150 10 4 beads + - +
120 15 4 beads - + +
150 15 4 beads + + +

Efeitos na matriz:

Experimento A B C AxB AxC BxC AxBxC Resposta
(%)
1 mttlbcdl.1 - - - + + + - 50
2 mttlbedl.2 + - - - - + + 72
3  mttlbcdl.3 - + - - + - + 43
4 mttlbedl 4 + + - + - - - 73
5  mttlbedl- - - + + - - + 36
4p.1
6 mttlbedl- + - + - + - - 74
4p.2
7  mttlbedl- - + + - - + - 41
4p.3
8 mttlbedl- + + + + + + + 72.5
4p.4
Efeitos 304 -0,6 -3,6 0,4 4,4 2,4 -3,6

*A=agua/MT, B=MT/CD cavidade, C=modelo para MT

Com o desenho de experimento, o que se pode concluir ¢ que o fator que mais
interfere na complexagdo ¢ a repulsdo do hormonio com a agua, e a interagdo mais importante
¢ justamente entre a repulsdo do horménio com a 4gua e o tipo de modelo que esta sendo
utilizado para a MT. A complexacdo ¢ melhor quando ¢ empregado um modelo maior para a
MT e valores de repulsdo maiores com a agua, ou entdo quando ¢ utilizado o modelo menor

com menores repulsdes com a dgua.
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3.1 Testes para complexac¢io de sistemas com muitas CDs

Nestes calculos foram avaliados a complexagdo do hormoénio em um sistema
constituido de 1 MT e 10 bCDs. A quantidade de CDs dentro da caixa foi estimada realizando
os célculos a partir da quantidade maxima de CD soluvel em dgua. Olhando a propor¢ado entre
agua/CD obteve-se que para um box de adgua de 15 u.r., a quantidade de CDs presentes em
solucdo ¢ de aproximadamente 10 moléculas para 1 de MT.

Inimeras simulagdes foram feitas alternando os valores dos parametros em destaque

na tabela 3, relativo a interacdo MT/agua e MT/cavidade.

Tabela 3 - Parametros de hidrofobicidade entre as beads para o modelo de complexagao para

as CDs e MT, alterando os parametros t’.

w h t t'

25 15 80 150
h 35 0 80
t 25 10
t' 35

No entanto o que se observou nos frames ao longo da simulagdo ¢ que a complexagao
era favordvel, mas ndo ocorria na razao 1:2. Parece que as CDs tendem a repelir uma a outra
com os parametros utilizados e em alguns raros momentos se pode observar a aproximacao
entre elas.

Dois fatores foram levados em consideragdo aqui. Ou modelo nao reproduz os
resultados experimentais, pode ser que os o parametros de repulsdo do esteroide com a agua
ndo estejam suficientemente fortes, algo que faz sentido visto que a MT ¢ praticamente
insoluvel em 4gua, e/ou também os parametros da propria CD ndo estdo bem e as moléculas
repelem umas as outras.

Tocando nos parametros externos da CD, as modificagdes também nao promoveram
bons resultados, pois com as alteragdes (Figura 4), as complexagdes na razao molar 1:1 foram
ocorrendo com menos frequéncia (Figura 5). Também, outro fato curioso ¢ que as CDs
comegavam a enganchar umas nas outras com maior intensidade no sentido 25 >> 20 >> 15,

para as modificagdes nos parametros exterior-exterior.
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Figura 4 - Representagdo dos parametros empregados com a modificacdo da interagao
hidrofilica da bCD.
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Figura 5 - distribuicao dos frames em relagdo a distancia da metiltestosterna a bCD.
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Um desenho de experimento optou, portanto, por avaliar os parametros da

cavidade/cavidade e cavidade/MT, tendo em vista que, reduzindo o valor do parametro
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externo da CD ocorre a aproximagdo, mas € demasiado forte e incomum, fazendo com que as
CDs se enganchem umas nas outras. Pode ser que um equilibrio entre o pardmetro exterior e
interior reflita em melhores resultados.

Um desenho de experimento modificando os pardmetros de interagdo
hormonio/cavidade e cavidade/exterior avaliaram a alteragdo dos paradmetros em destaque na
Tabela 4, cujos resultados sdo expressos na Tabela 5. O percentual de complexacdo foi
calculado baseando-se na distribui¢do radial das estruturas. A proximidade do modelo da MT
a cavidade da CD foi calculada para cada ciclo, quando a distancia ¢ igual ou inferior a 0,5

u.r. ¢ considerado que os modelos se encontram complexados.

Tabela 4 - Parametros de hidrofobicidade entre as beads para o modelo de complexagdo para

as CDs e MT, alterando os parametros e ¢’

w h t t'

25 15 80 170
h 15 10 80
t 25 10
t 25

Tabela 5 - Resumo dos resutados de complexacao

modelo int/ext MT/int % nao % complexo % complexo
complexa 1:1 2:1
mlbl0-1 20 5 12,4 81,5 5,96
mlbl10-2 20 15 10,7 83,7 54
mlbl0-3 30 5 10,9 85,1 3,88
mlbl10-4 30 15 11,4 85,8 2,8
mlbl10-5 15 10 11,2 78,4 10,2
mlb10-6 20 10 10,1 84,3 5,5
mlbl10-7 15 5 9,8 80,0 10,1
mlbl10-8 15 15 12,4 79,6 9,96
mlb10-9 30 10 10,7 85,6 3,6

Em posse dos resultados obtidos, foi possivel a realizacdo de um desenho mais
simplificado de apenas 2 niveis. Os parametros de hidrofobicidade de 30 para a cavidade e de
15 para a MT apresentam resultados destoantes dos demais, sendo possivel descarta-los na
modelagem, adotando um desenho de experimento mais simples, cuja matrix ¢ descrita a

seguir:
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Matriz do desenho de experimento

Experimento A B  CDint/CDext MT/CD int.  Resposta

(%)
1 mlb10-7 - - 15 5 10,18
2 mlbl0-1 + - 20 5 5,96
3 mlbl10-5 - + 15 10 10,24
4 mlbl10-6 + + 20 10 5,56

Efeitos na matriz

Experimento A B AxB Resposta
1 mttlbedl.l - - + 10,18
2 mttlbedl.2 + - - 5,96
3  mttlbedl.3 - + - 10,24
4  mttlbedl.4 + + + 5,56
Efeitos
Fator Efeito
A -8,9
B -0,34
AxB -0,46

Se conclui com o desenho descrito que, neste caso, o fator que mais influi para a
formag¢ao dos complexos 1:2 é o parametro de hidrofobicidade da cavidade em interagdo com
a parte externa da CD. Neste desenho a hidrofobicidade da MT e a interacao entre a cavidade
nao apresentaram valores capazes de demonstrar certa influencia nos resultados.

Finalmente, ap6s inumeras tentativas de encontrar um modelo e parametriza-lo de
forma a poder aproxima-lo de uma representagdo do que ocorre experimentalmente chegamos
a seguinte matriz apresentada na Figura 6.

Os novos parametros foram entdo estendidos as demais CDs, alfa e gama e também
realizadas simulagdes para sistemas contendo 1 CD, 2 CDs e 10 CDs. A Tabela 6 apresenta
resumidamente a percentagem de complexacdo para as simulagdes descritas. Posteriormente ¢
mostrado, a titulo de exemplo, nas Figuras 7, 8 ¢ 9, os graficos e fotogramas indicando o

percentual de complexagdo para a modelagem com a gCD.
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Figura 6 - Matriz e dados de input para as simulagcdes DPD.
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Tabela 6 - Percentagem de complexagdo das simulagdes DPD para os sistemas contendo

% de complexagao

Ciclodextrina— quantidade 4 \ieD) 1.1 (MT/CD) 122 (MT/CD)
10 12,98 55,22 31,8
alfa 2 432 51,3 5,5
1 60,2 38,8 -
10 11,28 78,32 10,4
beta 2 23,1 75,74 116
1 32,98 67,02 -
10 15,5 83,7 0,8
gama 2 26,64 73,04 3.2
1 45,68 54,32 -
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Figura 7 - Representacdo grafica e fotogramas mostrando os percentuais de complexagdo ao

longo da simulagdo para o sistema contendo uma molécula de MT e 10 gCD.
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Figura 8 - Representacdo grafica e fotogramas mostrando os percentuais de complexacdo ao

longo da simulacdo para o sistema contendo uma molécula de MT e 2 gCD.
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Figura 9 - Representacdo grafica e fotogramas mostrando os percentuais de complexacdo ao

longo da simulagdo para o sistema contendo uma molécula de MT e 1 gCD.
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Embora até o presente momento, os parametros obtidos tenham propiciado as
melhores representagdes para as simulagdes de DPD, esses resultados de modelagem sao
satisfatorios apenas para a gCD quando comparado as respostas experimentais. Diante disso, €
praticamente esgotadas as tentativas de avaliagdo de novos parametros imagina-se que o
ponto que ainda pode ser tocado ¢ no modelo para a molécula de hormoénio e também relativo
a densidade de CDs e hormdnio em um box de agua, que tentem simular com valores mais
proximos ao que ocorre experimentalmente, seguindo as devidas proporg¢des. Assim, abaixo
sdo sumarizados na Tabela 7 a percentagem de complexacdo para os sistemas em que houve
alteracdo no modelo da MT.

O modelo de 9 beads consiste em um modelo mais rigido, com 9 beads idénticas. Esse
modelo foi construido reduzindo-se proporcionalmente o tamanho das beads que compunham
o modelo de 4 beads, inserindo uma bead entre cada ligacao, mantendo a simetria e tamanho
do modelo anteriormente avaliado. O modelo 2+7 beads consiste em um modelo rigido para a
MT, contendo 7 beads idénticas e as 2 das extremidades de maior raio. E também foi avaliado
o modelo de 4 beads descrito anteriormente em um box contendo 30 mil e 80 mil aguas (box

de 15 e 30 u.r. respectivamente), € 29, 25 e 21, aCD, bCD e gCD respectivamente.
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Tabela 7 - Percentagem de complexacdo das simulagdes DPD de variagdes de modelos e

water box.
% de complexagao
b nde CDs Ml(\)/?;lo Waltlerr > 0-MT/CD- 1 2
o MT/CD MT/CD
aCD 10 9 beads 15 59 38 3
bCD 63 37 0
gCD 58 42 0
aCD 10 2+7 beads 15 31 55 14
bCD 59 41 1
¢CD 62 38 0
aCD 29 4 beads 15 6 38 56
bCD 25 9 71 20
¢CD 21 12 86 2
aCD 29 4 beads 30 28 59 13
bCD 25 8 91 1
¢CD 21 24 76 0

Com os resultados das ultimas simulagdes nota-se que os novos modelos para a
molécula de hormdnio ndo apresentam resultados mais convincentes do que o modelo de 4
beads. Portanto, até o presente momento os melhores resultados para uma modelagem DPD
envolvendo as estruturas da MT e as CDs continuam sendo o modelo de 4 beads e os Gltimos
parametros avaliados. Pode ser que tenha algum detalhe que ainda ndo conseguimos captar
para essa modelagem ou, também, que ndo seja possivel realizar por DPD a modelagem para
esse tipo de sistema.

Nao obstante, para as simulagdes em silica funcionalizada com bCD, serdo atribuidas
os parametros ¢ modelo com os resultados que mais convencem em relagdo ao que ocorre

experimentalmente, ou seja, aqueles descritos na Figura 6.

3.2 Modelagem para complexacdo da MT em bCD funcionalizada em silica

A avaliagdo da complexagdo da MT em bCD funcionalizada em silica foi investigada
mediante simulacdes de dinamica molecular de “coarse-grain” com o programa Mesomol,

assim como aqueles realizados para as moléculas de CDs nao funcionalizadas.
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As simulagdes foram desenvolvidas utilizando-se dos parametros de hidrofobicidade
j& pré-estabelecidos para as CDs. Para facilitar a constru¢do do modelo de beads para a
superficie da silica, uma estrutura cristalina foi adotada e as moléculas de CDs foram aderidas
aleatoriamente em sua superficie para simular a heterogeneidade da mesma.

Dentre as inimeras possibilidades para se construir a superficie organofuncionalizada,
optou-se por construi-las de modo a poder comparar os efeitos da densidade de CDs
ancoradas sob a complexacdo com as moléculas de hormodnio. Assim, foram possiveis 3
distintas estruturas:

e aprimeira com 4 CDs em uma face da silica;

e asegunda com doze CDs em uma face;

e ¢ a terceira com 4 CDs em uma face e doze na outra, totalizando 16 CDs
funcionalizadas.

A dinamica foi realizada em agua, em uma caixa de 30 u.r. Esse sistema, ja com os
demais componentes (Silica funcionalizada e MT) apresentou densidade final igual a 3,
necessaria para esse tipo de simulagao.

Dentre os parametros de hidrofobicidade utilizados, manteve-se os da bCD, como
mostra a Tabela 7 e apenas foi investigada a complexac¢dao com dois modelos distintos para a
molécula de hormonio, ambas com a mesma quantidade de beads mas com a alteracdo do
parametro de hidrofobicidade em uma delas. Para promover um desbalanco de densidade
hidrofébica na MT, ja& que apresenta essa variacdo proveniente da fun¢do cetona e alcool,
umas das beads foi definida como mais hidrofila com relagdao as demais beads da MT, como
elucida a Figura 10, onde os tons representam a polaridade das beads na seguinte ordem
escura > clara > tracejado. A esse modelo denominamos MTh2 e ao modelo com todos os

parametros uniformes MT1.

Figura 10 - Modelo de coarse-grain para a bCD e MT1 e MTh2 , respectivamente.
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Tabela 7 - Parametros de hidrofobicidade entre as beads

W h t t
\4 25 15 80 170
h 15 15 80
t 25 10
t' 35

A quantidade de moléculas de hormonio a serem utilizadas foi de 8, levando em
considera¢dao que o sistema com maior quantidade de CDs apresenta 16 das mesmas e a bCD
pode complexar na propor¢ao molar de 1:2. A seguir (Figura 11) sdo fornecidos os frames
capturados ao final das simulacdes de DPD, para os modelos avaliados em distintas
concentracoes de CDs funcionalizadas.

E evidente que as moléculas de MT buscam se agrupar quando colocadas em 4gua
devido a alta hidrofobicidade do hormdnio. A complexacdo/agregacdo na superficie
funcionalizada ¢ mais répida para as moléculas de MT1, com todos os componentes de
hidrofobicidade uniformes (Figura 11a-f). Avaliando os videos com os frames ao longo da
simulacdo nota-se que para o pardmetros utilizados com esse tipo de superficie
funcionalizada, apds a complexa¢@o da molécula de hormdnio, a mesma tem seu movimento
restringido e nao € mais capaz de abandonar a superficie contendo bCD.

Com as simulagdes nos sistemas contendo maior quantidade de CDs (12 e 16), o
horménio se distribue melhor na superficie (Figura 11c-f), embora ocorra um pouco de
agregacdao, como nos sistemas contendo 16 CDs. Além dos parametros que estdo sendo
utilizados, a distribuicdo espacial das moléculas do hormoénio pode influenciar em sua
aproximacao a superficie funcionalizada com a bCD.

Outro fator importante ¢ que o ligante utilizado para ancorar a bCD a superficie da
silica, representado por 3 beads hidrofilicas, confere certa mobilidade para as CDs, e estas,
mesmo nao estando complexadas com o hormonio tendem a orientar-se com relagdo as suas
vizinhas e também deve ser considerado.

E complexo avaliar todos os fatores possiveis, e estar definindo o principal
responsavel pela maneira que se ddo as complexagdes. As complexagdes nos sistemas de 12
bCDs foram semelhantes para ambos os modelos de MT (Figura 11c,d), estando as moléculas

de hormonio distribuidas com certa uniformidade entre as CDs ancoradas a silica.
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Figura 11 - Fotograma ao final da simulacdo DPD para asuperficie inorganica: com 4 bCDs,
para os modelos MTh2 (a) e MT1 (b); com 12 bCDs, para os modelos MTh2 (c) e

MTI (d); e com 16 bCDs, para os modelos MTh2 (e) e MT1 (f). Fotograma ao

final da simulagdo DPD, com moléculas de MT adicionadas aos pares em

intervalos de 200 mil ciclos, para a superficie inorgéanica: com 4 bCDs, para os
modelos MTh2 (g) e MT1 (h); com 12 bCDs, para os modelos MTh2 (i) e MT1
(j); e com 16 bCDs, para os modelos MTh2 (k) e MTT1 (1).
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Para o sistema contendo 16 bCDs a complexagao ocorreu de forma mais dispersa, com
o modelo MTh2, na face de maior densidade de CDs (Figura 11e). Enquanto que no modelo
MT1 houve complexacdo pelas duas faces da superficie funcionalizada, mas com uma maior
preferéncia pela face menos densa das CDs (Figura 11f). Talvez os fatores relativos as
interacdes entre as moléculas de hormoénio tenham se sobressaido em relagao aos parametros
de complexacdo.

Para os mesmos sistemas apresentados acima, foi realizado uma segunda simulacdo a
fim de reduzir um os efeitos de agrupamento das moléculas de hormoénio antes da
complexacgdo. Essas simulagdes consistiram em uma espécie de titulagdo, a cada 200 mil
ciclos de simulacdo eram acrescidas duas moléculas de hormoénio ao sistema, até um total de 8
moléculas. Os frames finais, ap6s 800 mil ciclos de simulacdo, estdo representados na Figura
11g-1.

Para os modelos onde as moléculas de MT foram adicionadas aos pares, ¢ observado a
ocorréncia de complexagdo em todas as simulagdes avaliadas. A preferéncia pelo sitio ao qual
a complexacdo vai acontecer, € a molécula de hormoénio vai ficar retida, parece depender da
possibilidade de chocar-se com uma das faces da superficie funcionalizada e também da
densidade de CDs.

Para 0o hormdnio com parametros de polaridade uniforme (MT1), a preferéncia na
complexagdo se deu para a face contendo menor quantidade de bCD e para o modelo nao
uniforme (MTh2), a preferéncia ¢ para a parte da superficie mais densa e, ao estar todas as
CDs da face mais densa proporcionalmente com MT e bCD na razdo molar de 1:2, a
complexagdo passa a ocorrer pela face menos densa.

Essa modelagem para sistemas de complexagdo em CDs, utilizando os modelos
“coarse-grain”, ainda estd em desenvolvimento. Apesar do grande volume de trabalho e
consideraveis avangos, o modelo ainda nao esta consolidado, pois existe certa incoeréncia que
dificulta explicar e definir, de maneira precisa, os fatores responsaveis pela melhor simulagao,
e que coincida com os dados experimentais. Um bom modelo deve ser confidvel para

reproduzir ou aproximar-se de resultados experimentais, além de ter uma boa repetibilidade.

Conclusao

Neste trabalho foram realizadas tentativas para o desenvolvimento de um modelo

mesoscopico para a molécula de MT conjuntamente a avaliacdo dos pardmetros de repulsio
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com as CDs, estudado com dinamica de particulas dissipativas (DPD). As simulacdes
mostram que as forgas hidrofébicas, e/ou de repulsdo, impulsionam as interacdes entre o
hormonio e as CDs. Os desenhos de experimentos realizados contribuiram para a avaliagdo de
que, o modelo coarse-grain para as moléculas de MT e os parametros de hidrofobicidade,
hormonio/cavidade/exterior, sdo os fatores chave para a complexacdo. Um modelo para a
gCD conseguiu simular a complexacao a valores proéximos do experimental, no entanto, um
modelo representativo deveria funcionar para as demais CDs, e isso ndo ocorre. Ha ainda
detalhes para serem trabalhados, a complexagdo da MT em bCD ocorre na razdo molar de 1:2,
mas nas simula¢des DPD, esse percentual ainda ndo ¢ alcangado. Dependendo dos parametros
utilizados, ou os modelos de beads tendem a se enganchar ou a aproximacao face a face pelos
modelos ¢ dificultada. As simulagdes em meio heterogéneo indicam que as bCDs buscam
uma orientagao do tipo tubular sob a superficie da silica, e as moléculas complexadas as CDs
funcionalizadas permanecem presas a estrutura hibrida. A complexacdo entre as faces
hibridas, mais ou menos densa, parecem inicialmente estar relacionada com a probabilidade
de colisdo, e em seguida a aglomeragcdo com as regides mais hidrofobicas. Os resultados
detalham avangos para essa modelagem, que poderd ser util para estudos em escala
mesoscopica com esse tipo de esteroide, ou demais compostos a serem inclusos com CDs, no
entanto carece de mais investigacdes para a concretizacdo de um modelo representativo para

todas as CDs.
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