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RESUMO

A reversao sexual de tilapias é bastante utilizada na aquicultura para a obtencéo
de populacgdes exclusivamente masculinas, principalmente utilizando hormonios
andrégenos. Entretanto as técnicas utilizadas atualmente apresentam grande
risco de contaminacdo para o produtor rural que manipula diretamente o
horménio, como também gera contaminacdo ambiental. A nhanotecnologia vem
como uma alterativa para contornar essa problemética, utilizando nanoemulsdes
para encapsular a testosterona. Diante disto, 0 objetivo deste trabalho foi
desenvolver um aditivo alimentar a base de uma nanoemulsao simples 6leo em
agua (O/A) para encapsular testosterona a ser incorporado a racdo comercial
para peixes e sua aplicacdo na reversdo sexual de tilapias. Foi realizada uma
triagem de 6leos e avaliagdo das caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas
para determinar a melhor nanoemulséo. Foi realizado um teste de palatabilidade
e para a reversao sexual foram utilizados 5 grupos experimentais, sendo eles o
controle negativo, controle positivo e 30, 60 e 90 mg/kg (testosterona por quilo
de racédo). Foi possivel produzir uma emulséo estavel com tamanho nanométrico
contendo a testosterona encapsulada e comprovar sua palatabilidade
incorporada em uma racao para a tilapia. Foi constatado que a nanoemulséo é
capaz de realizar a reversédo sexual sendo a melhor concentragdo de 60 mg/kg
a ser usada no aditivo. Com isso, conclui-se que foi possivel desenvolver uma
nanoemulsdo com testosterona encapsulada como aditivo alimentar para racdes
de peixe capaz de realizar reversao sexual, proporcionando maior seguranca ao

produtor rural e reduzindo o impacto ambiental.

Palavras-chave: Tilapicultura, Peixe, Produ¢cdo Animal, Reproducao,

Testosterona.
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ABSTRACT

The sex reversal of tilapias is widely used in aquaculture to obtain exclusively
male populations, mainly using androgen hormones. However, the techniques
currently used represent a high risk of contamination for rural staff who directly
manipulate this hormone. As well as, it produces environmental contamination.
Nanotechnology comes as an alternative to overcome these limitations, using
nanoemulsions to encapsulate testosterone. In this framework, the objective of
this study was to develop a food additive based on a simple oil in water (O/W)
nanoemulsion to encapsulate Testosterone to be incorporated into the
commercial fish feed, and your application in the sex reversal of tilapias. An oil
screening and evaluation of organoleptic and physicochemical properties were
carried out to determine the best nanoemulsion. The palatability test was
performed, and for sex reversal, 5 experimental groups were used, being the
negative control, positive control and 30, 60 and 90 mg/kg (testosterone per kilo
of feed). It was possible to produce a stable emulsion with nanometric size
containing the encapsulated testosterone and to prove its palatability
incorporated in a feed for tilapia. It was found that the nanoemulsion is capable
of performing sex reversal, being the best concentration of 60 mg/kg to be used
in the feed additive. Thus, it is concluded that it was possible to develop a
nanoemulsion with testosterone encapsulated as a feed additive for fish food
capable of performing sex reversal, providing greater safety to the rural staff and

reducing the environmental impact.

Key words: Tilapicultura, Fish, Animal Production, Reproduction, Testosterone
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1. INTRODUCAO

Dentre as espécies de pescados mais consumidas mundialmente,
destaca-se a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) com aproximandamente 4,2
milhdes de toneladas produzidas apenas no ano de 2018 e esse numero tem se
mostrado crescente (FAO, 2019). Seu interesse comercial se da principalmente
pelo fato de que, nessa espécie, 0 macho possui uma taxa de crescimento maior
que a fémea, sendo mais vantajoso para o produtor produzir populacdes
monossexo masculino, aumentando assim sua produtividade por area. Ainda, a
presenca de fémeas nos tanques promove a reproducao descontrolada, o que
gera grande heterogeneidade de tamanho, crescimento e peso dos animais,
perdendo seu valor no mercado (FAO, 2019). Devido a estes fatores, somado ao
seu alto valor comercial por kg e grande apreciacdo pela populacdo que
consome sua carne, técnicas de reversao sexual sdo aplicadas para a obtencao
de populacdes 100% machos. A utilizacdo de horménios masculinos para este
fim, promove um melhor controle reprodutivo de tilapias. Ainda que existam
outros métodos, entretanto menos eficazes, grande parte dos paises atualmente
utiliza horménios andrégenos para reversdo sexual devido a sua alta taxa de
sucesso entre 98 e 100% (ABO-AL-ELA, 2018). Essa inducdo é realizada
geralmente utilizando a testosterona ou seus derivados administrada por via oral
adicionada a racdo. Nesse caso, niveis de até 2 mg/kg residuais sdo aceitos
como seguros para o consumo humano (ZANARDI et al., 2011).

Entretanto, € comum que estes horménios sejam manipulados por
funcionarios sem a devida capacitacdo, além de ter seu descarte inadequado.
Isto ocorre principalmente pois ndo ha uma disseminacdo nas propriedades
rurais do conhecimento sobre os efeitos negativos que a exposicdo a
testosterona pode causar. Estes procedimentos geram problemas aos
funcionéarios que entram em contato direto com o horménio, como também ao
meio ambiente, devido ao descarte sem tratamento prévio. Ainda, estes efeitos
se estendem a populacdo que consome desta agua, pois sdo despejados nos
esgotos e chegam e grande parte chega aos corpos d’agua e nao sao
completamente eliminados apés passar pelos tratamentos convencionais de
agua e esgoto (PONTELLI et al., 2016). No meio ambiente, estes hormdnios se

ligam aos receptores enddcrinos dos organismos e sdo capazes de provocar



efeitos adversos na saude, sendo denominados Disruptores Endécrinos (DES)
(GORE et al., 2015; WU et al.,, 2016). Dentre os efeitos negativos que a
exposicao direta a testosterona pode causar aos produtores rurais, encontram-
se cancer de mama e testicular, infertilidade, alteracdes nos espermatozoides e
endometriose (SIFAKIS et al., 2017). Na natureza, em animais aquaticos, podem
provocar alteracbes comportamentais, gonadais e de desenvolvimento do
sistema nervoso, masculinizacao de fémeas, disturbios de fertilidade e aumento
da mortalidade (VOLKOVA et al., 2015).

Visando contornar esta problemética, € essencial a producdo de medidas
para reducdo destes impactos. Os Sistemas de Liberacdo Controlada (SLC) de
farmacos podem ser utilizados para encapsulacdo horménios. Devido ao seu
mecanismo de acdo, os SLCs permitem a reducdo da dose, consequentemente
reduzindo também os possiveis efeitos colaterais e toxicidade, além de aumentar
a estabilidade (BATISTA et al., 2014).

Nanoemulsbes sdo SLCs consideradas um dos sistemas de
carreamento com maior potencial de promover melhorias em substancias
bioativas, como sua biodisponibilidade e solubilidade (SALEM; EZZAT, 2018) e
se mostram uma alternativa viavel para a reducdo destes impactos. Sao
sistemas que possuem maior capacidade de retencdo, se mantendo assim por
mais tempo no organismo, além de possuir estabilidade fisica longa devido ao
tamanho nanométrico de suas particulas (SINGH et al., 2017). Sdo comumente
utilizadas em formulacdes orais, como por exemplo na industria de alimentos
como encapsulante de micronutrientes essenciais lipofilicos, utilizados em
suplementos alimentares e ou ainda, utilizadas para disfarcar sabores ou aromas
desagradaveis (OZTURK, 2017; SALEM; EZZAT, 2018). Por ser lipossoluvel, a
testosterona pode ser facilmente incorporada a fase oleosa da nanoemulséao.
Ainda, a nanoemulsdo contendo o horménio encapsulado protege este do
sistema digestorio e fatores ambientais, se mostrando uma boa alternativa para
ingestéo por via oral (GUPTA et al., 2016), tornando viavel sua incorporacéo a

racao para peixes.

Outras patentes utilizando SLCs para liberacdo de horménios ja foram
depositados pelo nosso grupo de pesquisa, como por exemplo a producao de
microparticulas de alginato de sodio para liberacdo controlada de horménios
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esteroides e antibidticos incorporados a aditivos alimentares para peixes
(SANTOS et al., 2017) e a producdo de uma nanoemulsédo para liberacao
controlada de hormdnios esteroides femininos como auxiliar em inseminacdes
artificiais de tempo fixo de vacas (SANTOS et al., 2018).

Diante do exposto, torna-se necessaria e viavel a criagdo de uma
nanoemulsdo com testosterona encapsulada que podera ser incorporada a
racdo comercial, visando um produto mais seguro e eficiente para a reversao
sexual de tilpias, capaz de proporcionar maior seguranca ao produtor e reduzir
o impacto ambiental. Ainda, a utilizacdo de um SLC a base de uma nanoemulséo
torna-se possivel baratear o processo de reversdo, devido aos reagentes de

custo reduzido e de facil obtencéo.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 Tilapicultura

A aquicultura consiste na producéo de organismos aquaticos e visa suprir
a demanda da populacdo em relacdo ao consumo de carne de pescados que
aumenta em uma taxa média aproximada de 1,5% ao ano. Em paises em
desenvolvimento, como é o caso do Brasil, essa procura é ainda mais comum.
Apenas no ano de 2016 foram produzidos aproximadamente 171 milhdes de
toneladas, representando 47% do consumo de pescados mundial, se mostrando
uma area de constante expanséo (FAO, 2018).

Dentre vérias atividades desenvolvidas pela aquicultura, na piscicultura, a
tilapia-no-Nilo é a espécie que mais tem ganhado espaco, sendo a 42 espécie
mais produzida mundialmente, ficando atrds apenas das carpas. Muitas
espécies de tilapia sdo produzidas, poréem a tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) € um dos peixes mais consumidos mundialmente com 4,2 milhdes de
toneladas produzidas apenas no ano de 2018 e esse numero tem se mostrado
crescente (FAO, 2018). Algumas qualidades foram determinantes para o
interesse comercial na producao de tilapias, dentre os quais a grande resisténcia,
facil adaptacéo em variadas condic¢des, alta produtividade, qualidade da carne e
o rendimento em filé (FAO, 2019). Tilapias sdo animais com maturacao sexual

precoce e uma fémea madura sexualmente pode produzir até 1500 ovos por
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desova, sendo este niumero proporcional ao seu peso, portanto, fémeas maiores
tendem a produzir mais ovos. As fémeas armazenam seus ovos fecundados
dentro da boca para incubacéo e, ap6s a completa absorcéo do saco vitelinico,
os alevinos saem e a fémea continua os armazenando eventualmente em sua

boca quando existe perigo eminente FAO (2019).

Normalmente fémeas em fase de incubacao se isolam dos outros peixes,
nao se alimentam, abrem pouco a boca em movimentos respiratérios (FAO,
2018). Devido sua alta taxa de reproducdo, os produtores conseguem
rapidamente obter muitos animais com um baixo custo (GAMA, 2008).
Entretanto, o controle reprodutivo torna-se um problema frente aos produtores,
pois pode ocorrer superpopulacdo dos tanques, podendo acarretar competicdes
por alimento e espaco, resultando em diferentes e baixas taxas de crescimento
e perda de animais (MAINARDES-PINTO et al., 2000). Outro problema
decorrente da superpopulacédo € a reducdo ou pausa completa das desovas, ja
qgue devido ao grande numero de individuos, fisiologicamente € sinalizado para
as fémeas que ndo é necessario reproduzir (BHUJEL, 2000). Além disto, um
ndmero muito grande de animais altera as caracteristicas fisicas, quimicas e
biolégicas da agua (GAMA, 2008), além de nao haver um controle da

porcentagem de animais machos e fémeas.

Nessa espécie, 0 macho possui uma taxa de crescimento maior que a
fémea e, além disto, a presenca de fémeas nos tanques promove a reproducao
descontrolada, resultando em uma grande heterogeneidade no crescimento e
peso dos animais, prejudicando a comercializacdo (FAO, 2019). Devido a isto,
somado ao seu alto valor comercial por kg, técnicas de reversdo sexual séo
aplicadas para a obtencdo de populagcdes 100% machos aumentando sua
produtividade por area. Com esse proposito, primeiramente ocorre a retirada dos
ovos das bocas das fémeas entre os 2 ou 3 primeiros dias de vida para dar

prosseguimento a reversao.

Algumas técnicas podem ser utilizadas para um melhor controle
reprodutivo de tilapias com a obtencdo de populacées monossexo masculino,
dentre os quais sexagem manual, hibridacdo interespecifica, producdo de
machos por alteracdes de temperatura e reversao sexual utilizagdo hormonios

androgenos. A administracdo de horménios geralmente ocorre durante a
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esteroidogénese, periodo de desenvolvimento do alevino onde ocorre a
diferenciacdo sexual, o que interrompe 0 processo natural e determina 0 sexo
expressado (ABO-AL-ELA, 2018; ZANONI, et al., 2013)

Ainda que existam outros métodos, grande parte dos paises optam pela
reverséo sexual por tratamento hormonal devido sua alta taxa de sucesso entre
98% e 100% de animais revertidos (ABO-AL-ELA, 2018). Hormonios esteroides
sexuais hidrofébicos como a testosterona e seus ésteres, podem ser utilizados
para a producdo de tilapias masculinizadas, como o testerosterona, 19-
noreiltestosterona, fluoximesterona, etiltestosterona e 17 a-metiltestosterona, di-
hidrotestosterona, androstenediona, acetato de trenbolona, mesterolona, 17 a-

etiniltestosterona e 17 a-metildihidrotestosterona e Propionato de Testosterona.

O Propionato de Testosterona, andrégeno hidrofébico utilizado neste
projeto, € um anabdlico amplamente utilizado para reposicdo hormonal na
veterinaria, encontrada comercialmente pelo nome Androgenol®, disponivel em
um veiculo oleoso.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do Proprianato de Testosterona (Fonte:
PubChem 2020).

[BR,9S,10R,13S,14S,17S) -

Nomenclatura IUPAC 10,13-dimetil-3-0x0-1,2,6,7,8,9,11,12,14,15 ,

16,17-dodeca-hidrociclopenta [a] fenantrena-
17-il] propanoato

Férmula estrutural o~ ,f ©
W
|/ “x}/ "».'|<Hj| -
o L“"M_ﬁ’/’l M_\ -~
Forma molecular C»H3 03
Peso Molecular 344.5 g / mol
Ponto de Fuséo 118-123°C

Massa Exata 344,235145 g / mol
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Meia vida biolégica 4,5 dias

Solubilidade em agua 4,30e-06 M

Quando o tratamento hormonal é aplicado, a testosterona, na maioria dos
casos, € administrada por via oral, nesta situacéao, niveis de até 2 mg/kg residuais
S&o aceitos como seguros para o consumo humano (ZANARDI et al., 2011). Por
ser hidrofébica, no Brasil, € comum a testosterona ser incorporada a racao apés
ser diluida em etanol e essa mistura fica descansando para a completa
evaporacdo do alcool para ser administrada aos animais no dia seguinte,
apresentando um problema quando ndo manuseada adequadamente, 0 que

muitas vezes ocorre sem o uso do EPI adequado.

2.2 A problematica da reversao sexual de tilapias

A manipulacdo e descarte indevidos destes hormonios em propriedades
rurais por funcionarios sem capacitacdo ou o descarte sem tratamento prévio
gera problemas aos proprios usuarios e ambientais. Aos funcionarios, a
contaminagdo por manipulacdo indevida pode acarretar cancer de mama e
testicular, além de infertilidade, alteracdes nos espermatozoides e endometriose
(SIFAKIS et al., 2017).

Quando presente na natureza, a testosterona pode atuar como Disruptor
Endoécrino (DE). No ambiente, sdo encontradas diversas substancias
consideradas DEs por provocar alteracdes na funcdo hormonal natural dos
animais ou sua descendéncia. Estas substancias podem ser de natureza
sintética ou natural e se ligam aos receptores enddcrinos, causando disturbios
na sintese, secrec¢do e metabolismo, mesmo quando presentes em niveis muito
baixos (GORE et al., 2015; ROIG et al., 2014, WU et al., 2016).

Atualmente, € possivel encontrar DEs presentes nos solos, em produtos
agropecuarios e, liberados de maneira natural, pelas excretas de animais e em

efluentes. Ainda, o efeito nocivo destes se estende também a populacéo, pois
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grande parte das substéncias chegam aos corpos d’agua e nao séo
completamente eliminados apés passar pelos tratamentos convencionais de
agua e esgoto (PONTELLI et al., 2016).

A toxicidade dos horménios como DEs vem sendo investigados e, dentre
os efeitos j& conhecidos, sdo capazes de reduzir a fertilidade e provocar
anomalias, doencas crbnicas e cancer (PONTELLI et al., 2016; ANDRADE
2012). Ainda, no ambiente essas substancias ndo sdo encontradas de maneira

isolada, o que pode potencializar seus efeitos (MORAIS, 2008).

Em animais aquaticos, a exposi¢cdo a hormonios sexuais femininos livres
ou complexados ja foram associados a alteracbes no desenvolvimento larval,
distarbios na diferenciacdo sexual (MEIJIDE et al., 2016), alteracGes
comportamentais, reversdo sexual, reducdo de fertilidade (VOLKOVA et al.,
2015), deformagbes de cauda e coluna (SILVA et al.,, 2019) e aumento da
mortalidade. J4 a testosterona é pouco apontada como DE, devido sua baixa
toxicidade no ambiente aquatico. Quando atuante, a testosterona foi associada
a mas formacdes de cauda e coluna, surgimento de edemas, desenvolvimento

anormal da cabeca e atraso na ecloséo, segundo Rivero-Wendt et al., (2016).

Em um estudo realizado com D. rerio por Costa (2018), a testosterona e
finasterida livres e complexadas a ciclodextrina, provocaram alteracbes nos
batimentos cardiacos dos embrides e larvas, além de afetar diretamente o
comportamento dos animais adultos, aumentando a agressividade e diminuindo

o deslocamento no corpo d’agua.

Com isto, torna-se necessaria a criagdo de uma alternativa que vise

proporcionar maior seguranca ao produtor e reduzir o impacto ambiental.

2.3. Sistemas de Liberacao Controlada (SLC)

Em tratamentos convencionais, ap0s a administracdo de uma substancia
no organismo, apenas uma pequena parcela consegue chegar ao local de acao,
devido a grande metabolizacéo e a excrec¢ao. Isto acontece, pois, pouco tempo
apos a administracdo, sua concentracdo no organismo aumenta, atinge o apice
e logo depois é reduzida. Dessa forma, cada substancia ativa possui uma faixa
de acao terapéutica, onde fora dela a substancia se torna téxica ou ineficiente
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(BASTO et al., 2016). Com isto, € necessario um maior numero de

administracdes, resultando em desperdicio e mais efeitos colaterais.

Devido ao seu mecanismo de acao, os Sistemas de Liberacao Controlada
(SLCs) possuem a capacidade de armazenar a substancia quimica, libera-la de
maneira gradativa e conduzi-la até o local especifico de atuacdo. Com isso,
permitem a reducdo da dose, consequentemente reduzindo também os
possiveis efeitos colaterais e toxicidade, além de aumentar a estabilidade da
substancia (ASSIS et al., 2012; BATISTA et al., 2014). Com a utilizacdo dos
SLCs é possivel manter a concentracdo do medicamento entre a faixa de acdo
terapéutica por um tempo prolongado, utilizando uma Unica administracao ou
proporcionando um maior intervalo entre as administracdes (BASTO et al., 2016;
SASIKUMAR, A.; KAMALASANAN, 2017).

SLCs precisam ser biocompativeis, biodegradaveis e possuir aplicacdes
na industria farmacéutica (JANA et al., 2016). Atualmente existem pomadas,
suplementos, analgésicos, anticoncepcionais, repositores hormonais e outros
tipos de produtos que utilizam SLCs em sua composi¢do. Os SLCs podem ser
constituidos por sistemas muito pequenos, como as nanoparticulas que podem
ser divididas em: Nanoagregados, sistemas coloidais nanométricos de
morfologias diversas onde o farmaco é disperso; Nanocépsulas, sistemas que
abrigam o farmaco em seu nucleo oleoso ou aquoso, envolto por uma membrana
polimérica; Nanoesferas, particulas esféricas com um interior gelificado onde o
componente é retido em sua composicdo (PAQUES et al., 2014). Ainda,
vesiculas, presentes nas emulsdes, microemulsfes e nanoemulsées, podem
atuar como SLC e se mostram como uma alternativa eficiente para encapsulacao

de hormonios.

2.4. Emulsdes

Emulsdes sdo sistemas coloidais resultantes da mistura de uma fase
apolar, geralmente composta por hidrocarbonetos e uma fase polar, geralmente
composta por agua, estabilizadas com o auxilio de tensoativos (ALMEIDA,
2014).
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As emulsBes podem ter viscosidade variada e podem ser classificadas
como simples ou multiplas. Quando simples, podem ser denominadas 0leo-em-
agua (O/A), onde a fase oleosa esta dispersa na fase aquosa, ou agua-em-6leo
(A/O) onde a aguosa esta dispersa na fase oleosa. Quando multiplas, podem ser
agua-em-oleo-em-agua (A1/O/A2) ou Oleo-em-agua-em-6leo (O1/A/02)
(BASTO et al., 2016).

Em geral, emulsbes apresentam propriedades fisico-quimicas e
estabilidade diretamente influenciadas pela qualidade e quantidade de seus
componentes, bem como suas condicbes de preparo. Caracteristicas como
polaridade, tensao superficial e pH podem ser determinantes para a estabilidade
de uma emulsdo. A estabilidade pode ser diretamente influenciada pela
sedimentacao, floculagdo ou reagrupamento das vesiculas dispersas (DALTIN,
2011).

De acordo com Daltin (2011), o tensoativo utilizado ou a combinacao
deles também € determinante para a estabilidade, pois devem ser compativeis
com 0s outros componentes. Necessitam ser utilizados, pois reduzem a tensdo
superficial da agua, determinante para a estabilizacdo com 6leo. Podem ser
anibnicos, catidnicos, ndo ibnicos ou anféteros. A maior parte dos tensoativos
existentes e utilizados sédo anidnicos, ficando na frente apenas dos tensoativos
nao ibnicos. Geralmente ndo sdo compativeis com tensoativos catiénicos devido
a neutralizacdo de cargas. Sao comumente utilizados na industria na
composicdo de sabfes e xampus. Ja tensoativos catibnicos sdo minoria e tem
suas caracteristicas fisico-quimicas sofrem influéncia na presenca de sais ou pH
extremos. Além disto, apresentam grande toxicidade aos animais aquaticos.
Tensoativos nao iénicos, ou etoxilados, sdo amplamente utilizados na indastria
farmacéutica, alimenticia e cosmética, e geralmente sdo compativeis com outros
tensoativos, além de n&o sofrerem muitas alteragbes fisico-quimicas na
presenca de sais da solugcdo. Em contrapartida, a solubilidade tende a diminuir
em temperaturas mais altas. Tensoativos anféteros possuem cargas positiva e
negativa. Ainda, assim como 0s ndo idGnicos, sdo compativeis com outros
tensoativos. Entretanto, sdo 0s menos utilizados devido ao seu custo geralmente

elevado.
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O Tween 80 e Span 80 sdo exemplos de tensoativos néo idnicos, e sao
comumente utilizados em combinacéo. Além disto, possuem Equilibrio Hidrofilo-
Lipofilo (EHL) opostos, enquanto o Tween 80 possui EHL 15,0, o Span 80 possui
EHL 4,3. O EHL é utilizado para calcular a quantidade e propor¢cdo mais
adequados de surfactantes para a estabilizacdo de uma emulsdo. Quanto maior
for o nimero, mais porc¢des hidrofilicas o surfactante tera, portanto mais propicio
para estabilizar emulsées O/A, quanto para emulsdes A/O ocorre 0 inverso
(DALTIN, 2011).

Emuls6es podem ser produzidas pelo método de emulsificacdo direta,
que sao produzidas espontaneamente por diferencas de fracfes volumétricas
das fases oleosa e aguosa dependendo diretamente das caracteristicas fisico-
quimicas de seus compostos e geralmente ndo necessita de energia mecanica,
ou por wash-out, que funciona por inverséo de fases, onde uma fase, seja ela

oleosa ou aquosa, € vertida na outra sob velocidade constante (MORAIS, 2008).

Emulsdes podem ser classificadas de acordo com o tamanho médio de
suas vesiculas dispersas. Nanoemulsdes sdo sistemas que possuem vesiculas
de até 300 nandmetros e ndo devem ser confundidas com as microemulsdes
que, apesar de também possuirem tamanho nanométrico, possuem
caracteristicas fisico-quimicas distintas. (ANTON; VANDAMME, 2011
McCLEMENTS, 2012; SILVA et al.,, 2015). Podem ser aplicadas em varias
formulagcbes, como por exemplo em espumas, cremes, liquidos ou sprays,
possuem maior superficie de contato devido ao tamanho de suas vesiculas,
melhoram a disponibilidade de farmacos lipofilicos e geralmente ndo necessitam
de muita energia para serem produzidas (JAISWAL et al., 2015). Nanoemulsbes
sdo termodinamicamente instaveis, mas devido ao seu pequeno tamanho de
vesiculas podem parecer transparentes, e resistir a acdo da gravidade, evitando
a sedimentacéo, proporcionando, maior estabilidade e possuem uma maior
capacidade de retencdo, se mantendo mais tempo no organismo (ANTON;
VANDAMME, 2011; McCLEMENTS, 2012; SINGH et al., 2017). Sé&o
consideradas um dos sistemas de carreamento com maior potencial de
promover melhorias em substancias bioativas, como sua biodisponibilidade e
solubilidade (SALEM; EZZAT, 2018). Ainda, ja foram utilizadas para reversao
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sexual de tilapias com o intuito de obtenc&o de popula¢des masculinas (JOSHI
et al., 2019).

Nanoemulsdes se mostram como uma alternativa eficiente para
encapsulacdo de hormonios. Ainda, a nanoemulsdo contendo o hormoénio
encapsulado protege este do sistema digestorio e fatores ambientais, se
mostrando uma boa alternativa para ingestao por via oral (GUPTA et al., 2016),

podendo assim este aditivo ser incorporado a racao para peixes.

Adicionalmente, é importante comprovar a palatabilidade da racdo para
os peixes. Nanoemulsdes sdo sistemas de carreamento comumente utilizados
na industria alimenticia, e podem ser utilizadas, por exemplo, na encapsulacéo
de micronutrientes essenciais lipofilicos utilizados em suplementos alimentares,
de probiéticos ou ainda, utilizadas para disfarcar sabores ou aromas
desagradaveis (OZTURK, 2017; SALEM; EZZAT, 2018). Devido a testosterona
ser de natureza lipofilica, pode ser facilmente incorporada a fase oleosa da
nanoemulsdo, com isso, torna-se possivel empregar a técnica de reversdo

sexual utilizado o sistema incorporado a racéo para peixes.

2.5 Sistemas nanotecnoldgicos para a reversao sexual de peixes

A nanotecnologia vem ganhando espac¢o em diversos ambitos de atuacgéao,
incluindo a aquicultura, principalmente no desenvolvimento de produtos
biodegradaveis. Novas tecnologias sdo desenvolvidas diariamente, gerando
registros de patentes de invencdo de produto e/ou processo e é importante
conhecé-las. Devido ao fato da patente se tratar de um direito protegido por lei,
impede que terceiros explorem financeiramente a tecnologia sem a devida
autorizagdo de seu inventor. Na aquicultura, é possivel encontrar técnicas
patenteadas, como por exemplo na producdo de peixes reprodutivamente
estéreis (WONG E ZOHAR, 2015), ou ainda, aplicadas para a reversao sexual
de peixes, incluindo eletronarcose (CARLI et al., 1997), mudancas de
temperatura (YAJUAN et al.,, 2013), transcricdo reversa (XIAOCHUN et al.,
2013), ou ainda, por inducdo através do estresse (FURUKAWA et al., 2010).
Nanossistemas podem ser utilizados na aquicultura para o encapsulamento de

substancias como horménios esteroides e antibiéticos (SANTOS et al., 2017).
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Além disto, técnicas de emulsionamento e produtos emulsionados séo utilizados
na producao animal (SANTOS et al. 2018), no controle de pragas (DUARTE
NETO et al 2019; FERNANDES et al., 2014), ou ainda, na producéo de vacinas
(BAKER, et al., 2009). O numero de patentes utilizando nanoemulsées vem
crescendo consideravelmente nos dltimos anos, com 221 documentos

depositados apenas no ano de 2018, de acordo com a figura 1 (LENS, 2019).

250

200

100+

Document Count

:I T T T T T T T
18982000 2002 2004 2008 2008 2010 2012 204 2016 2018
Publication Year

Figura 1. Distribuicao temporal de depdsitos de patente utilizando nanoemulsdes
(Lens, 2019).

Torna-se necessario conhecer as técnicas que utilizam nanoemulsdes e
as ja aplicaveis para a reversao sexual de peixes, a fim de conhecer o mercado

e aprimorar as técnicas desenvolvidas nesse estudo.

Diante do exposto, a producédo de uma ragao utilizando uma nanoemulsao
para a liberacdo de testosterona, se mostra um método mais seguro e eficiente
para a administracdo deste hormonio na aquicultura na reversdo sexual de
tilapias, ja que o sistema permite a reducdo da dose necessaria para a reversao
sexual de peixes, diminuindo o impacto ambiental e proporcionando mais
seguranca ao produtor por se tratar de um produto final, ndo necessitando do

contato do horménio direto com a pele.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Produzir e caracterizar uma nanoemulséo 6leo/agua, contendo propionato
de testosterona (PT) encapsulada, associada a uma ragdo para reverter

sexualmente peixes das espécies Oreochromis niloticus.

3.2. Objetivos Especificos

* Realizar um monitoramento tecnol6gico sobre técnicas de reversao sexual de

peixes;
* Produzir uma nanoemulsao 6leo/agua contendo testosterona encapsulada;

*Caracterizar as nanoemulsfes desenvolvidas pelos seus parametros

organolépticos e fisico-quimicos;

* Incorporar a nanoemulsdo a uma racdo para atuar como um produto veterinario

para reversdo sexual;

» Avaliar a eficiéncia da reversdo sexual do produto veterinario na espécie

Oreochromis niloticus;
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“PROCESSO DE OBTENGCAO DE UM ADITIVO ALIMENTAR A BASE DE
NANOEMULSAO PARA A ENCAPSULACAO DE TESTOSTERONA COM USO NA
REVERSAO SEXUAL DE PEIXES”

Campo dainvengéo

[001] O presente pedido de patente de invencao descreve um processo de obtencédo de
uma nanoemulséo 6leo/agua (O/A) produzida a partir de emulsificacdo sob agitacao. A
nanoemulsdo serve como agente encapsulante para testosterona com o objetivo de
incorporéa-la a racdes comerciais extrusadas, podendo ter aplicacao na aquicultura, como
por exemplo, obtendo a reversdo sexual de peixes como tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus). O presente pedido de patente de invencéo se situa ho campo da aquicultura

com énfase em bionanotecnologia aplicada a ciéncia animal.
Fundamentos dainvencgéo

[002] A aquicultura consiste na producdo de organismos aquaticos e visa suprir a
demanda da populacdo em relagdo ao consumo de carne de pescados que aumenta em
uma taxa média aproximada de 1,5% ao ano. Em paises em desenvolvimento, como é
0 caso do Brasil, essa procura é ainda mais comum. Apenas no ano de 2016 foram
produzidos aproximadamente 171 milhdes de toneladas, representando 47% do
consumo de pescados mundial, se mostrando uma area de constante expansao (FAO,
The State of World Fisheries and Aquaculture, 2018). Vale salientar que juntamente com
todos os integrantes da América Latina e o Caribe, o Brasil participa de 14% da producédo
global e 23% da exportacdo mundial de produtos agricolas e pesqueiros, e estima-se
que até 2018 essa regido seja responsavel por um total de 25% da producédo global de
produtos agricolas e pesqueiros (FAO, Cultured Aquatic Species Information Programme
Oreochromis niloticus, 2019; OECD - Organisation for Economic Co-operation and
Development, 2019)

[003] Dentre varias atividades desenvolvidas pela aquicultura, a produgéo de tilapias

tem aumentado, sendo a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) um dos peixes mais
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consumidos em todo o mundo com aproximadamente 4,2 milhdes de toneladas
produzidas apenas no ano de 2018 (FAO, The State of World Fisheries and Aquaculture
2018). Tilapias sdo animais de grande resisténcia, facil adaptacao a variadas condicdes,
alta produtividade, qualidade da carne, rendimento em filé e maturagéo sexual precoce,
no qual uma fémea madura pode produzir até 1500 ovos por desova (FAO, Cultured
Aquatic Species Information Programme Oreochromis niloticus, 2019). Devido sua alta
taxa de reproducao, os produtores conseguem rapidamente obter muitos animais com
um custo baixo (GAMA, Acta Amazonica, 38(3): 525-530, 2008).

[004] Entretanto, o controle reprodutivo é um problema para os produtores de tilapia,
pois pode ocorrer superpopulacdo dos tanques, podendo acarretar competicdo por
alimento e espaco, resultando em reducao na taxa de crescimento e perda de animais
(MAINARDES-PINTO et al., Rev. Bras. Zootec., 29(3): 654-659, 2000). Outro problema
decorrente da superpopulacdo é a reducdo ou pausa completa das desovas, j4 que
devido ao grande numero de individuos, fisiologicamente € sinalizado para as fémeas
gue ndo é necessario reproduzir (BHUJEL, Aquaculture, 181: 37-59, 2000). Além disto,
um namero muito grande de animais pode alterar as caracteristicas fisico-quimicas e
biolégicas da agua (GAMA, Acta Amazonica, 38(3): 525-530, 2008) aumentando o

estresse dos animais.

[005] Em individuos da espécie O. niloticus, 0 macho possui uma taxa de crescimento
maior que a fémea e, além disto, a presenca de fémeas nos tanques promove a
reproducao descontrolada, resultando em uma grande heterogeneidade no crescimento
e peso dos animais, prejudicando a comercializacdo (FAO, Cultured Aquatic Species
Information Programme Oreochromis niloticus, 2019). Devido aos fatores relatados
acima, somado ao alto valor comercial por quilograma dos machos, técnicas de reversao
sexual sdo comumente aplicadas para a obtencdo de populacbes exclusivamente de

machos, aumentando a produtividade por area.

[006] As fémeas armazenam seus ovos fecundados dentro da boca para incubacéo e,
apos a completa absorcdo do saco vitelinico, os alevinos saem e a fémea continua
armazenando eventualmente os alevinos em sua boca quando existe perigo eminente
como estratégia de defesa (FAO, Cultured Aquatic Species Information Programme

Oreochromis niloticus, 2019). Para a realizagcdo da técnica de reversdo sexual,
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primeiramente ocorre a retirada dos ovos das bocas das fémeas entre os 2 ou 3 dias de

vida para iniciar o procedimento.

[007] Ap6s a coleta dos alevinos, algumas técnicas podem ser utilizadas para um
melhor controle reprodutivo de tilapias com a obtencdo de populages monossexo
masculino, dentre os quais a sexagem manual, hibridacado interespecifica, producéo de
machos por alteracbes de temperatura e reversdo sexual utilizando hormonios
androgenos podem ser citadas. A administracdo de hormdnios geralmente ocorre
durante a esteroidogénese, periodo de desenvolvimento do alevino, com
aproximadamente 7 a 15 dias de vida, onde ocorre a diferenciagdo sexual. Esta
administracdo hormonal modifica o processo natural para a determinacdo do sexo do
peixe (ABO-AL-ELA, Fish and Shellfish Immun., 72: 23-30, 2018; ZANONI, et al., Semina:
Ciéncias Agrérias, 34(1): 455-466, 2013).

[008] Ainda que existam outros métodos, € comum a op¢ao pela reversao sexual por
tratamento hormonal devido a sua alta taxa de sucesso, chegando a 98-100% de animais
revertidos (ABO-AL-ELA, Fish and Shellfish Immun., 72: 23-30, 2018). Quando o
tratamento hormonal é aplicado, a testosterona, na maioria dos casos, é administrada
por via oral e, nesta situagao, niveis de até 2mg/kg residuais sdo aceitos como seguros
(ZANARDI et al., Revista Brasileira de Zootecnia, 30(1): 7-11, 2011). Por ser hidrofdbica,
no Brasil, € comum a testosterona ser incorporada a racao apos ser diluida em etanol e
essa mistura fica descansando para a completa evaporacdo do alcool para ser
administrada aos animais no dia seguinte. Isto representa um problema quando nao
manuseada adequadamente, por exemplo, quando ndo se utiliza equipamentos de
protecdo individual como luvas (KLIPP; PEREIRA; JATOBA, Revista Cientifica Rural,
21(1), 205-216, 2019), pois pode levar a contaminagéo do usuario como o residuo do

hormonio.

[009] A manipulacdo indevida destes horménios em propriedades rurais por
funcionarios sem capacitacdo ou o descarte sem tratamento prévio do material gera
problemas ambientais. Aos funcionarios envolvidos, a contamina¢do por manipulagéo
indevida pode provocar cancer de mama e testicular, além de infertilidade, alteragdes
nos espermatozoides e endometriose (SIFAKIS et al., Environ. Toxicol. Phar, 51: 56-70,
2017).
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[0010]Quando presente na natureza, a testosterona pode atuar como disruptor
endacrino (DE). No ambiente, sdo encontradas diversas substancias consideradas DEs
por provocar alteracdes na funcdo hormonal natural dos animais ou sua descendéncia.
Estas substancias podem ser de natureza sintética ou natural e se ligam aos receptores
enddcrinos, causando disturbios na sintese, secrecdo e metabolismo, mesmo quando
presentes em niveis muito baixos (GORE et al., Endocr. Rev. 36(6): E1-E150, 2015;
ROIG et al., Critical Reviews in Environmental Science and Technology, 43(21): 2297-
2351, 2014; WU et al., Food Chem., 192: 98-106, 2016).

[0011] A toxicidade dos hormdnios como DEs vem sendo investigados e, dentre os
efeitos ja conhecidos, podemos citar a reducdo da fertilidade e provocar efeitos
teratogénicos, doencas crbénicas e cancer (PONTELLI; NUNES; OLIVEIRA, Ciéncia &
Saude Coletiva, 21(3):753-766, 2016; ANDRADE, Arq. Bras. de Endocrinol. & Metab.,
56(1), 72-73, 2012). Ainda, no ambiente essas substancias ndo sao encontradas de
maneira isolada e, a combinacédo delas, pode potencializar seus efeitos toxicos (MORAIS,
Tese, Desenvolvimento e avaliacdo do processo de obtencdo de emulsdes mudltiplas,
A/O/A em etapa Unica empregando 6leo de canola e tensoativo nao iénico derivado do
6leo de ricino, 231p., 2008).

[0012]Em animais aquaticos, a exposicdo a hormdnios sexuais femininos ja foi
associada a alteracdes no desenvolvimento larval, distirbios na diferenciacdo sexual
(MEIJIDE et al., Ecotox. Environ. Safe., 124: 82-90, 2016), alteracdes comportamentais,
reversao sexual, reducao de fertilidade (VOLKOVA et al., Horm. Behav.,73: 30-38, 2015),
malformacBes (SILVA et al., Chemosphere, 214: 330-340, 2019) e aumento da
mortalidade. J& a testosterona é pouco descrita como DE, devido sua baixa toxicidade
no ambiente aquatico comparado aos horménios sexuais femininos. Quando atuante, a
testosterona foi associada a malformacdes de cauda e coluna, surgimento de edemas,
desenvolvimento anormal da cabeca e atraso na ecloséo no peixe Danio rerio (Rivero-
Wendt et al., Environ. Toxicol. Phar., 44, 107-113, 2016).

[0013]Ainda, a exposicdo a testosterona e finasterida (outro andrdégeno) livres e
complexadas a ciclodextrina em embrides e larvas de Danio rerio, provocaram alteracoes
nos batimentos cardiacos, além de afetar diretamente o comportamento dos animais

adultos como aumento da agressividade e diminuindo o deslocamento no corpo d’agua



5/21

(COSTA, Dissertacao, Efeitos tdxicos da finasterida e testosterona livre e complexadas

a ciclodextrina na fisiologia e comportamento de Danio rerio, UFRPE, 54p., 2018).

[0014] Com isto, torna-se necessaria a criacdo de uma alternativa que vise proporcionar
maior seguranca ao produtor rural e reduzir o impacto ambiental deste hormoénio

comumente utilizado na reversao sexual de peixes.

[0015] A nanotecnologia conquistou grande espaco na industria, tornando-se um extenso
campo de pesquisa devido a seu grande potencial de inovacdo, permitindo novas
aplicacbes em diversas éareas de atuacdo da humanidade. Na aquicultura, é
principalmente utilizada no desenvolvimento de produtos biodegradaveis. A reducéo do
tamanho de particulas esta dentre as varias vantagens existentes no uso de sistemas
nanotecnoldgicos. Podemos pontuar ainda, a reducdo da toxicidade e aumento da
biodisponibilidade quando comparadas as formulagdes tradicionais (SILVA et al.,
Conference Paper, Nanotecnologia: Paradigma entre Beneficios e Riscos, 2012).

[0016] Dentre as vantagens dos sistemas nanotecnoldgicos, encontramos a liberacao
controlada, onde estes sistemas possuem a capacidade de armazenar uma substancia
quimica em seu interior e libera-la de maneira prolongada. Ainda podemos citar os
sistemas sitio especificos que sdo capazes de conduzir o principio ativo até o local
especifico de atuacéo. Devido a isto, 0s sistemas nanotecnol6gicos permitem a reducao
da dose necessaria para o tratamento, consequentemente reduzindo também os
possiveis efeitos colaterais e toxicidade, além de aumentar a estabilidade da substancia
encapsulada (ASSIS et al., Braz. J. Food Technol., 15(2): 99-109, 2012; BATISTA et al.,
Ciéncia & Saude Coletiva, 19(7), 2105-2114, 2014).

[0017]Em tratamentos convencionais, ap0s a administracdo de uma substancia no
organismo, apenas uma pequena quantidade do principio ativo consegue chegar ao local
alvo, devido ao grande percentual deste principio ativo ser metabolizado e excretado.
Isto acontece, pois, pouco tempo apds a administracdo, a concentracdo no organismo
aumenta, atinge o apice e logo depois € reduzida. Dessa forma, cada principio ativo
possui uma faixa de acao terapéutica, onde fora dela a substéancia se torna toxica, pouco
eficiente ou ineficiente (BASTO et al. Medicina Veterinaria - UFRPE, 10(1-4): 25-33,

2016). Com isto, € necessario um maior numero de administraces, resultando em
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desperdicio e mais efeitos colaterais. Os sistemas nanotecnol6gicos atraves da liberagédo
controlada consegue reduzir os niveis toxicos e subterapéuticos aumentando a eficiéncia

dos produtos desenvolvidos.

[0018] Para serem utilizados na industria, 0s sistemas nanotecnoldgicos precisam ser
biocompativeis, biodegradaveis e possuir aplicabilidade (JANA et al., Cilia, 5(22): 7 p.,
2016). Atualmente € possivel encontrar sistemas nanotecnolégicos na composicao de
pomadas, suplementos, analgésicos, anticoncepcionais, repositores hormonais e outros

tipos de produtos.

[0019]Emulsbes e as nanoemulsbes, podem ser considerados sistemas
nanotecnolégicos e se mostram uma alternativa eficiente para encapsulacdo de
horménios. Séo sistemas coloidais resultantes da mistura de uma fase apolar,
geralmente composta por hidrocarbonetos e uma fase polar, geralmente composta por
agua, estabilizadas com o auxilio de tensoativos (ALMEIDA, Resumo, XXXI Abrepo, Belo
Horizonte, 2011). Podem ter viscosidade variada e ser classificadas como simples (6leo
em agua, O/A, ou adgua em 6leo, A/O) ou mdltiplas (agua em 6leo em agua, A1/O/A2, ou
Oleo-em-agua-em-6leo, O1/A/02) (BASTO et al. Medicina Veterinaria - UFRPE, 10(1-4):
25-33, 2016).

[0020] Em geral, emulsGes apresentam propriedades fisico-quimicas e estabilidade
diretamente influenciadas pela qualidade e quantidade de seus componentes, bem como
suas condicbes de preparo. O tensoativo utilizado ou a combinagcédo deles € um dos
fatores determinantes para a estabilidade, j& que devem ser compativeis com 0s outros
componentes. Sua presenca ha composicdo de uma emulséo é de grande importancia,
ja que reduzem a tensao superficial da &gua, determinante para a estabilizacdo com 6leo.
Podem ser de natureza anionica, cationica, ndo idnica ou anfétera, entretanto, a maioria
dos tensoativos existentes e utilizados séo anibnicos, ficando na frente apenas dos
tensoativos ndo ibnicos. Tensoativos nao idnicos, ou etoxilados, sdo amplamente
utilizados na industria farmacéutica, alimenticia e cosmética, jA que geralmente séo
compativeis com outros tensoativos e ndo sofrem tantas alteragfes fisico-quimicas na
presenca de sais na solugdo. Em contrapartida, sua solubilidade tende a diminuir em

temperaturas elevadas (DALTIN, Tensoativos, Blucher, 325 p. 2011).
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[0021] O Polissorbato 80 (Tween 80®) e Monooleato de Sorbitano (Span 80®) sao
exemplos de tensoativos nao ibnicos, e sdo comumente utilizados em combinacdo. Além
disto, possuem Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL) opostos, enquanto o Tween 80 possui
EHL 15,0, o Span 80 possui EHL 4,3. O EHL é utilizado para calcular a quantidade e
proporcdo mais adequados de surfactantes para a estabilizagdo de uma emulséo.
Quanto maior for o nimero, mais porc¢des hidrofilicas o surfactante tera, portanto mais
propicio para estabilizar emulsdes O/A. Ja para emulsdes A/O ocorre o inverso (DALTIN,
Tensoativos, Blucher, 325 p. 2011).

[0022] Sistemas como as emulsdes, podem ser classificadas de acordo com o tamanho
médio de suas vesiculas dispersas. Nanoemulsbes possuem vesiculas de até 300
nandmetros e ndo devem ser confundidas com as microemulsdes que, apesar de
também possuirem tamanho nanométrico, possuem caracteristicas fisico-quimicas
distintas (ANTON & VANDAMME, Pharm. Res., 28: 978— 985, 2011; McCLEMENTS,
Soft Matter, 8:1719-1729, 2012; SILVA et al., Quimica Nova, 38(9): 1196-1206, 2015).
Podem ser aplicadas em vérias formulacfes, como por exemplo em espumas, cremes,
liquidos ou sprays, possuem maior superficie de contato devido ao tamanho de suas
vesiculas, melhoram a disponibilidade de farmacos lipofilicos e geralmente nao
necessitam de muita energia para serem produzidas (JAISWAL et al., 3 Biotech: 5:123—
127, 2015). Nanoemulsdes sao termodinamicamente instaveis, mas devido ao seu
pequeno tamanho de vesiculas podem parecer transparentes, e resistir a acdo da
gravidade, evitando a sedimentacéo, proporcionando, maior estabilidade e possuem
uma maior capacidade de retencdo, se mantendo mais tempo no organismo (ANTON &
VANDAMME, Pharm. Res., 28: 978— 985, 2011; McCLEMENTS, Soft Matter, 8:1719—
1729, 2012, 2012; SINGH et al., J. Control. Release, 252: 28-49, 2017). Séo
consideradas um dos sistemas de liberagdo controlada com maior potencial de promover
melhorias em moléculas bioativas, como sua biodisponibilidade e solubilidade, e podem
ser utilizadas, por exemplo, na encapsulacdo de micronutrientes essenciais lipofilicos
utilizados em suplementos alimentares, de probidticos ou ainda, utilizadas para disfarcar
sabores ou aromas desagradaveis (OZTURK, Eur. J. Lipid Sci. Technol., 119, 1500539,
18p, 2017; SALEM & EZZAT, Some New Aspects of Colloidal Systems in Food, Cap. 3:
31-51, 2018).
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[0023] Nanoemulsdes se mostram como uma alternativa eficiente para encapsulagéo de
horménios. Além disso, a nanoemulséo protege o principio ativo do sistema digestorio e
fatores ambientais, se mostrando uma boa alternativa para ingestao por via oral (GUPTA
et al., Soft Matter, 2(11): 2826-2841, 2016), portanto este aditivo pode ser incorporado a
racdes comerciais para peixes sendo, neste caso, considerado um aditivo alimentar

nanotecnologico.

[0024] Devido a testosterona ser de natureza lipofilica, pode ser facilmente incorporada
a fase oleosa da nanoemulsdo, com isso, torna-se possivel empregar a técnica de

reversao sexual utilizando um sistema nanotecnoldgico incorporado a ragao para peixes.

[0025] Na aquicultura, é possivel encontrar técnicas patenteadas, como por exemplo na
producdo de peixes reprodutivamente estéreis (WONG; ZOHAR, Gen. Comp. Endocr.,
221: 3-8, 2015), ou ainda, aplicadas para a reversao sexual de peixes, incluindo
eletronarcose (Pl 970284-7), mudancas de temperatura (CN 103210854B), transcricao
reversa (CN 103724415B), ou ainda, por inducao atraves do estresse (JP 2011030562A).
Sistemas nanotecnolégicos podem ser utilizados na aquicultura para o encapsulamento
de substancias como hormdnios esteroides e antibiéticos (BR 102017014283-3). Além
disto, processos de produtos a base de emulsdes sao utilizados na producéao animal (BR
102018068629-1), no controle de pragas (BR 102019014928-0; BR 102014004882-0),
ou ainda, na producao de vacinas (WO 2009/131995). O namero de patentes utilizando
nanoemulsées vem crescendo consideravelmente nos Ultimos anos, com 221
documentos depositados apenas no ano de 2018 (LENS, Solving The Problem of
Problem Solving, 2019) mostrando a aplicacdo industrial deste tipo de processo e

produto com viabilidade na area animal.

[0026] Devido as vantagens das nanoemulsées em comparacao as técnicas tradicionais
e outros sistemas nanotecnologicos, torna-se necessario conhecer as técnicas ja

existentes e aplicaveis para a reversao sexual de peixes.

[0027] Diante do exposto, a utilizagcdo de uma nanoemulsao contendo testosterona
encapsulada, se mostra um método mais seguro e eficiente para a administracao deste
horménio incorporados em racfes comerciais para uso ha aquicultura, ja que pode

acarretar na reducéo da dose necessaria para a reversao sexual de peixes, o que poderia
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diminuir o impacto ambiental, além de poder ser seguro para o produtor por se tratar de

um produto final, ndo necessitando do contato direto com o horménio puro.

[0028] Na literatura, o documento CN 107197792 descreve um método para a reversao
sexual de garoupas fémeas para macho a partir da manipulagédo do tamanho total da
populacdo. O documento difere da presente invencdo em sua composicdo por
apresentar um método que induz de forma natural, sem a necessidade da utilizacdo de

alguma substancia como a testosterona que facilite o processo.

[0029] Na literatura sdo encontrados métodos de reversao sexual de peixes utilizando
hormdnios andrégenos para a obtencédo de populagdes monossexo masculino como os
documentos WO 1997009966, CN 106172140 e CN 1377703. Entretanto, diferem da
presente invencdo por ndo se tratar de sistemas nanotecnoldgicos utilizados para a

encapsulacdo destes hormdnios andrégenos.

[0030] O documento CN 109924149 descreve a reversao sexual de Epinephelus akaara
por meio da utilizacdo de extratos de folhas, caule, raiz e sementes de Morinda officinalis.
Difere da presente invencdo em sua composicdo, jA nao utiliza testosterona ou um

sistema nanotecnolégico.

[0031] O documento CN 101002546 faz uso da combinacéo de técnica de indugéo por
temperatura e exposicdo hormonal de metiltestosterona para a obtencéo de populacdes
monossexo masculinas de Banhuashe soleidae. As larvas sao expostas a temperaturas
de 28-32 °C ou metiltestosterona por 50-60 dias. Difere da presente invencdo em sua
composi¢cdo, jA que ndo utiliza um sistema nanotecnoldgico para encapsular a

testosterona ndo sendo conspirado um aditivo alimentar.

[0032] O documento BR 10201402627-7 descreve a producao de complexos de inclusao
com ciclodextrinas para incorporar 17-a-metiltestosterona utilizada na reversao sexual
de peixes. O documento difere da presente invencdo em sua composicdo, ja que nao
usa nanoemulsdo para encapsular a testosterona nem incorporagcdo em ragdes

comerciais como um aditivo nhanotecnoldgico.

[0033] Adicionalmente, na literatura sdo encontrados documentos que tem a finalidade

de obtencéo de populacdes de peixes monossexo masculinas como os documentos CN
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101305697, CN 101664006, CN 101664005 e CN 107232092 por meio de varia¢des de
temperatura e condicdes especiais de incubacdo, os documentos CN 101390503, CN
101225437, CN 1994072, CN 103724415, CN 102068429, CN 105360034, CN 1340298,
AU 2018217825, US 2018317459, CN 101390503B, CN 107996468A, CN 106417256,
CN 109837346 e CN 103798169 por métodos moleculares e manipula¢gdes genéticas,
CN 207638639 por exposicao de voltagem e o documento CN104285866 que utiliza um
implante hormonal. Ainda, alguns documentos utilizam a combinacdo de um ou mais
métodos. Todos os documentos citados acima, diferem da presente invencao por néo
utilizarem sistemas nanotecnolégicos como aditivos alimentares para serem

incorporados em racdes comerciais.

[0034] Documentos como CN 106259089, CN 106399293, CN 106259089, CN
103548740 e CN 109769722 estdo disponiveis na literatura para a reversao sexual de
peixes para obtencdo de populagdes predominantemente femininas, se diferenciando da
presente invencdo pelo propdsito de obtencdo, além de sua composi¢do, pois nao

utilizam testosterona.

[0035] O documento CN 106417256A descreve um método caracterizado pela utilizagéo
de espermatozoides de milter para aumento da propor¢cdo de machos obtidos em
populacao de peixe truta. Neste método o sémen do peixe € coletado e armazenado em
solucdo de preservacdo, para posteriormente ser utilizado no processo de reverséo
sexual. Desta forma, divergindo da presente invencéo, da qual utiliza-se hormdénios
masculinos encapsulados em uma nanoemulsdo e oferecidos aos animais adicionados

a racao.

[0036] O documento US 2018317459 descreve um método para a produgdo de carpa
comum super-macho YY e XY fisiologicamente fémea. Este documento difere da
presente invencao pois realiza técnicas de manipulacdo genética para a obtencao de
uma populacdo totalmente masculina e 0 método de reversdo sexual é realizado com

horménios femininos e antagonistas do receptor de andrégeno.

[0037] O documento US 20050153301 descreve um método de reversdo sexual de
Epinephelus coioides (Garoupa-alaranjada) a partir da manipulacdo genética, onde é

estimulado a producédo de polipeptidios que posteriormente serdo enriquecidos na
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hipofise do animal estimulando assim, a diferenciagdo de gdbnadas e reversdo sexual em
organismos marinhos. O documento difere da presente invencao por ndo se caracterizar

como um sistema nanotecnologico para a incorporacao de testosterona.

[0038] O documento PI 9702848-7 descreve um sistema de eletronarcose para uso em
piscicultura, onde se utiliza um dispositivo eletronico com resistor e eletrodos capaz de
lancar descargas elétricas na agua onde ficardo condicionados os peixes, ainda €&
possivel observar o estado de energizacao da agua através de um LED tendo assim um
controle do nivel de energia liberada na agua pelo resistor. O documento difere da
presente invengcao pela composi¢ao, processo e uso.

[0039] Nanoemulsdes para encapsular hormonios estdo descritos na literatura, como o
documento BR 102018068629-1, que se trata de um creme vaginal para auxiliar na
regulacao do ciclo estral de vacas, que traz em sua composi¢do 6leo mineral, 4gua e
ésteres de progesterona e/ou estradiol. Este documento difere da presente invencao em
sua composicédo, ja que nao foi desenvolvida para a encapsulacdo de testosterona e

incorporacdo em racdes comerciais para peixes.

[0040] O documento BR 102017014283-3 descreve um processo de obtencdo de
microparticulas de alginato contendo horménios como a testosterona a serem utilizadas
como aditivos alimentares para peixes. O documento difere da presente invencdo em

sua composicao ja que ndo € uma nanoemulsao e também no seu processo de producéo.

[0041]O0 documento JP 2011030562A descreve um método para induzir a
masculinizacdo de peixes a partir da adicdo de substancias como vitamina K, piperina,
capsaicina e caroteno, a alimentacdo do peixe ou a agua onde sao criados, em uma
certa concentracdo até que o sexo seja determinado a partir dos ovos. Isto induz a
masculinizacdo da gbnada em alta velocidade, porém provoca estresse nos animais por
estimulo aos canais potenciais de receptores transitérios nha membrana plasmatica,
aumentando o cortisol. Este documento difere da presente invencédo devido ao seu

processo de produgao e composicao.

[0042]O0 documento CN 103798169A descreve um método para estabelecer
rapidamente um sistema de melhoramento de reproducao de peixe super-macho YY. O

meétodo inclui triagem dos pais machos selvagens e a avaliacdo dos recursos de seu



12/21

germoplasma, estabelecimento da populacéo reprodutiva basica feminina e masculina
YY através do acasalamento e posterior reproducao, realizacao do teste de verificacao
de acasalamento. Os inventores relatam que de acordo com esse método, as
diversidades genéticas do peixe super-masculino sdo aumentadas, a taxa de fertilizacao,
a taxa de incubacéo e a taxa de sobrevivéncia sdo melhoradas. O documento difere da
presente invencdo por ndo se tratar de um processo hanotecnolégico, como uma

nanoemulsdo e sua composicao.

[0043]Ainda, artigos cientificos envolvendo reversdo sexual de tilapias utilizando
testosterona para este fim estdo disponiveis na literatura, como descrito no documento
Joshi et al. (Aquaculture, 511: 1921-1925, 2019) que descreve um processo de producao
de nanoparticulas de poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA) para a encapsulacéo de
fadrozol. O sistema foi aplicado na reverséo sexual de tilapias. O documento difere da
presente invencdo em seu pProcesso € composicdo ja que nao contém producdo de
nanoemulsdo com o6leo vegetal para a encapsulacdo de testosterona. Ja os documentos
de Marjani et al. (J. Fish. Aquat. Sci. ,4(1): 71-74, 2009) e Ajiboye et al. (Fish Aquac J,
6(2): 7p, 2015), apesar de utilizarem a testosterona como indutor de reversao sexual de
tilapias, utilizam a testosterona livre diluida em etanol e adicionada a racao, o que difere

da presente invencdo em seu processo e Composicao.

[0044] Diante do exposto, ndo foram encontradas informacgdes no estado da técnica que
divulguem os elementos contidos na presente invengcdo comprovando sua novidade. O
estado da técnica também demonstra 0 espaco para a proposicdo de um novo produto
para a reversdo sexual de peixes, constituido por uma nanoemulsdo que possui uma
fase lipidica servindo a nanoemulsdo como um agente encapsulante para a incorporacao

de testosterona.
Descrigdo da invengéao

[0045] Para fins desta invencéo, o material lipidico utilizado na formula¢&o foi um oleo
vegetal, como 6leos de canola, milho, girassol e algodao, mas preferencialmente dleo de
soja, um liquido viscoso e nao toxico, utilizado comumente na alimentacdo humana e
animal, que pode ser utilizado como fase oleosa da formulagdo de uma nanoemulséo

para ser administrada incorporada a ragdes comerciais para peixes. Na formulacao
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descrita na presente invengdo, o 6leo vegetal serviu como fase organica onde a

testosterona é adicionada na preparacao da nanoemulséo.

[0046] Para fins desta invencdo, parabenos foram utilizados como conservantes da
nanoemulsdo, preferencialmente, o propilparabeno, atuando como agentes
responsaveis por prolongar a vida (til da formulacdo, evitando a proliferacdo de
microrganismos. Ainda, o etanol foi utilizado como solubilizante para o propilparabeno.
Outros alcoois também podem ser utilizados para a solubilizacdo. A utilizacdo do

parabeno ndo € obrigatéria para a formulacdo da emulsdo. Outros agentes

antimicrobianos também podem ser utilizados.

[0047] Para fins desta invencéo, o propionato de testosterona foi utilizado como agente
indutor da reversao sexual, podem ser utilizados diferentes concentraces como 2% a
6%, preferencialmente 2% na formulagéo da nanoemulsao. Outros hormonios esteroides
sexuais andrégenos também podem ser utilizados para a producdo de tilapias
masculinizadas como a testosterona e seus ésteres, como a 19-noreiltestosterona,
fluoximesterona, etiltestosterona, 17a-metiltestosterona, di-hidrotestosterona,
androstenediona, acetato de trembolona, mesterolona, 17 a-etiniltestosterona e 17 a-
metildihidrotestosterona. A testosterona é o horménio que promove a estimulacado do
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino e das caracteristicas secundarias
masculinas (ABO-AL-ELA, Fish and Shellfish Immun., 72: 23—-30, 2018).

[0048] A nanoemulsao foi preparada a partir das solugdes: i. Fase aguosa composta de
agua compreendendo preferencialmente de 64% a 68% (p/p), e polissorbato 80 (tween
80) de 5 a 20% (p/p) submetida a suave agitacéo; ii. Alcool etilico contendo o conservante,
preferencialmente propilparabeno (0,04 mg/mL). iii. Fase oleosa composta de Oleo
mineral, preferencialmente 10% (p/p), monooleato de sorbitano 80 (Span 80) de 5 a 20%
(p/p) e uma solucéo comercial contendo 60 mg/mL de propionato de testosterona o que

corresponde a 2% a 6%, preferencialmente 2%, submetida a suave agitacao.

[0049] Para a preparacdo da nanoemulsao, as fases oleosa e aquosa foram preparadas
separadamente. Primeiramente, a fase aquosa foi produzida sob agitagéo constante por
pelo menos 5 minutos a partir agua e polissorbato 80 (Tween 80®) nas concentracdes

de 5 a 20%, mas preferencialmente 10%. Esta fase foi homogeneizada sob agitacéo leve
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e constante, preferencialmente 500 RPM. Apds completa homogeneizacédo, o &lcool
contendo o propilparabeno foi adicionado a fase aquosa ainda sob agitacdo, por pelo
menos mais 5 minutos, permitindo a evaporacao do alcool. Simultaneamente, a fase
oleosa foi produzida sob agitagdo constante por pelo menos 5 minutos a partir de uma
solucdo de 6leo vegetal, preferencialmente de soja a 10%, e monooleato de sorbitano
80 nas concentracdes de 5 a 20%, mas preferencialmente a 10%, até sua completa
homogeneizacdo. Esta fase foi homogeneizada sob agitacdo leve e constante,

preferencialmente 500 RPM.

[0050]Em seguida, a fase oleosa foi vertida por gotejamento na fase aquosa e
permaneceu sob agitacdo vigorosa e constante (preferencialmente, 1500 RPM),

preferencialmente por 24 horas, para a formacdo da nanoemulséo 6leo/agua (O/A).

[0051] Por fim, a nanoemulséo foi incorporada a racdo comercial extrusada macerada
numa proporc¢ao preferencial de 10:1:1,5-4,5 (100 g de racdo: 10 g de agua: 1,5-4,5 g de
emulsdo) como teste para ser oferecida aos animais. Os resultados sdo descritos nos
exemplos 4 e 5. Adicionalmente, a nanoemulsédo também pode ser misturada a racéo na
forma de pds, apds passar por técnicas, por exemplo, como liofilizacdo ou spray drying
sendo necessario a adicdo de agentes crioprotetores.

[0052] A nanoemulséo foi caracterizada e aplicada conforme descrito nos exemplos a

sequir.
Exemplo 1: Producé&o da nanoemuséo em escala de bancada

[0053] Para a determinacdo do melhor 6leo vegetal e propor¢cdes de surfactantes para a
formulagdo da nanoemulséo, foi realizada uma triagem com 6leos 100% vegetais de
algodao, canola, girassol, milho e soja, Tipo 1, conforme classificagdo na Instrucao
normativa N° 49/2006 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Normativa N°49, 11 p., 2006). Os
cinco O6leos vegetais escolhidos séo triglicerideos que apresentam Aacidos graxos
poliinsaturados e de cadeia longa, o que aumenta a biodisponibilidade de compostos
hidrofébicos, como é o caso do propionato de testosterona. As nanoemulsdes O/A foram
preparadas a partir de uma fase oleosa (O) produzida de uma mistura de 10% (p/p) de

Oleo vegetal (Algodéao, Canola, Girassol, Milho ou Soja), 5-15% (p/p) de Span® 80 e 6%
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(p/p) (0,6 g em 10 g de emulsdo) de uma solucdo de 60 mg/mL de propionato de
testosterona. Esta concentracdo de testosterona € baseada na quantidade preconizada
para 0 uso em racao comercial para a reversao sexual de peixes com concentracéo final
de 60 mg/kg de racdo (ZANARDI et al., R. Bras. Zootec., 30(1): 7-11, 2011). A fase O foi
homogeneizada com o auxilio de um agitador magnético por 5 min a 500 RPM em

temperatura ambiente (25 + 2 °C).

[0054] Em outro recipiente, a fase A foi preparada com 64% de agua destilada (p/p) e 5-
15% (p/p) de Tween® 80, esta fase foi homogeneizada por 5 min a 500 RPM. Apds isto
e ainda sob agitacdo, foi dissolvido 40 mg de propilparabeno em 1 mL de &lcool etilico
absoluto (0,4% p/p) para atuar como conservante e adicionado a fase aquosa ainda sob
agitacdo, permanecendo por mais 5 minutos para completa evaporacdo do alcool. A

presenca de parabeno também foi fator de avaliacdo quanto a estabilidade da emulséo.

[0055] Em seguida, a fase O foi vertida na fase A por gotejamento (fluxo de 4 mL/min)
ainda sob agitacao para a formacdo da emulsdo O/A. Por fim, a disperséao foi agitada a
1500 RPM por 24 h para obtencdo do tamanho nanométrico. A composicdo das
nanoemulsdes submetidas a triagem foram avaliadas quanto as suas caracteristicas

organolépticas.

[0056] As caracteristicas organolépticas das nanoemulsdes foram avaliadas quanto ao
seu aspecto visual, sendo classificadas pelos seguintes parametros: Fase da disperséo:
Homogénea (HM) ou Heterogénea (HT); Aspecto — Consisténcia: Fluida (FL), Pouco
Espessa (PE), Espessa (ES) ou Muito Espessa (ME); Aspecto — Opacidade: Translucido
(TR), Pouco Opaco (PO) ou Opaco (OP); Aspecto — Grumos: Presente (PR) ou Ausente
(AU); Odor: Presente (PR) ou Ausente (AU); Cor: Presente (PR) ou Ausente (AU).

[0057] As nanoemulsdes dos 5 6leos sendo Algodéo - A, Canola - C, Girassol - G, Milho
— M e Soja - S produzidas e identificadas a partir destas iniciais, acompanhado de
nameros correspondentes a variacdo dos surfactantes e também a presenca ou
auséncia de propilparabeno, sendo 1 — 5% Span, 15% Tween, Propilparabeno Presente;
2 — 10% Span, 10% Tween, Propilparabeno Presente; 3 — 15% Span, 5% Tween,
Propilparbeno Presente; 4 - 5% Span, 15% Tween, Propilparabeno Ausente; 5 - 10%

Span, 10% Tween, Propilparabeno Ausente; e 6 - 15% Span, 5% Tween, Propilparbeno
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Ausente. Todas as formulacbes possuem 0,6 g de testosterona em 10 g de emulséo.
Todas as formulacbes se mostraram homogéneas. Também foi observado que as
formulacbes que possuiam em sua composicdo 5% p/p de Span® 80, com e sem
propilparabeno, apresentaram consisténcia mais fluida (A1, A4, C1, C4, G1, G4, M1, M4,
S1 e S4) em comparagcdo com as demais. Ainda, a medida que essa concentracao foi
aumentada (10% e 15%), ficaram mais espessas apresentando consisténcias pouco
espessa (A3 e A6), espessa (C6, G6, M6 e S6) ou muito espessa (C3, G3, M3 e S3). Em
relacdo a opacidade, notou-se que as nanoemulsdes contendo propilparabeno se
mostraram opacas quando comparadas as nanoemulsdes sem 0 conservante, com
excecdo da nanoemulsdo S1 que se mostrou pouco opaca. Apenas a hanoemulsao S5

apresentou grumos. Todas as formula¢des ndo apresentaram odor ou cor.

[0058] As nanoemulsdes sem propilparabeno se mostraram mais translicidas e menos
espessas em comparagdo com as nanoemulsées que continham o conservante.
Entretanto, devido a nanoemulséo possuir 6leos vegetais em sua composi¢ao e a mesma
ser incorporada a racdo para peixes, as nanoemulsées sem propilparabeno ndo foram
utilizadas, ainda que com interferéncia na opacidade das formula¢gdes. As nanoemulsdes
contendo 0 conservante seguiu para oS testes seguintes. Estas formulacdes sem
parabeno podem ser utilizadas com outros métodos que protejam o aditivo

nanotecnoldgico da degradacdo microbiana.
Exemplo 2: Avaliagdo da Estabilidade

[0059] Para a avaliagdo da estabilidade, as nanoemulsbes foram armazenadas em
recipientes estéreis vedados contendo um head space equivalente a 1/3 do volume total

do recipiente para permitir trocas gasosas.

[0060] Imediatamente ap0s o preparo das formulacdes, as nanoemulsbes foram
submetidas a centrifugacéo a 1210 g por 30 minutos (Centrifuga Kacil CE-01) seguido
de avaliacdo do Aspecto - Fase da dispersdo: Homogénea (HM) ou Heterogénea (HT)
Ainda, as nanoemulsdes foram utilizadas para os testes de estresse térmico onde foram
avaliados por 24 h de resfriamento (5 £ 2 °C), de congelamento (-20 £ 2 °C) e de
aguecimento (37, 40 e 50 = 2 °C) onde as caracteristicas organolépticas foram

novamente observadas em comparacdo a formulacdo recém produzida. Foram



17/21

observados o0s seguintes parametros: Fase da dispersdao: Homogénea (HM) ou
Heterogénea (HT); Aspecto — Consisténcia: Fluida (FL), Pouco Espessa (PE), Espessa
(ES) ou Muito Espessa (ME); Aspecto — Opacidade: Translucido (TR), Pouco Opaco (PO)
ou Opaco (OP); Aspecto — Grumos: Presente (PR) ou Ausente (AU); Odor: Presente (PR)
ou Ausente (AU); Cor: Presente (PR) ou Ausente (AU). ApGs o teste, as nanoemulsfes
foram avaliadas a temperatura ambiente (25 = 2 °C) em relacdo a analise fisica

macroscopica sendo comparados os resultados imediatamente apds a preparacao.

[0061] As nanoemulsbes submetidas ao resfriamento (5 = 2 °C) por 24 h néo
apresentaram alteracdes ao retornar a temperatura ambiente (25 £ 2 °C), porém, quando
submetidas ao congelamento (-20 £ 2 °C) por 24 h, a emulsdo S1 se mostrou opaca apos

descongelamento em relacdo as demais.

[0062] As nanoemulsbes submetidas ao aquecimento a 37 e 40 £ 2 °C ndo apresentaram
alteracdes, com excecao a emulsdo S1, que apos aquecida em temperaturas de 37, 40
e 50 °C se mostrou opaca quando comparada ao periodo anterior a0 aquecimento
(pouco opaca). Entretanto, a 50 = 2°C, todas as emulsdes com 15% p/p de Tween® 80
(A1, C1, G1, M1, S1), consideradas as mais fluidas, apresentaram separacao de fases,
sendo descartadas para os testes seguintes. As emulsdes A2 e G2 também tiveram
separacao de fases a 50 °C sendo também descartadas. E preferivel que a nanoemuls&o
seja mais fluida por ser mais facil de ser produzida sob agitacdo magnética. Devido as
nanoemulsdes com 15% p/p de Span® 80 ficarem espessas, as formulacdes C2, M2 e
S2 com 10% p/p de Span® 80 e 10% de Tween® foram preferidas as demais, seguindo

para os testes seguintes.
Exemplo 3: Avaliagdo Fisico-quimica

[0063] Para a avaliagdo do tamanho médio das vesiculas, indice de polidisperséo e
potencial zeta das nanoemulsdes, amostras das nanoemulsées sem horménio e com
propionato de testosterona nas concentragdes de 0,6; 0,4 e 0,2 g por 10 g de emulsdo
foram analisadas com o auxilio de um Zetasizer Nano ZS (Marvern). Estes valores foram
testados devido ao excipiente oleoso presente na formulagcdo comercial (propionato de
testosterona), com o intuito de avaliar sua interferéncia nos valores observados. Para

manter o volume total de acordo com a reducdo da testosterona, o volume
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correspondente foi substituido por agua em sua formulagcdo. As nanoemulsdes foram
diluidas em agua ultrapura para entdo serem submetidas a analise, reduzindo assim a
turbidez sua mesma. Foram avaliados o tamanho médio (nm), indice de polidisperséo
(PDI) e potencial zeta (mV) das vesiculas de 6leo pela técnica de espectroscopia de
correlacao de fétons padréo (PCS) fixado 90° a 25 °C utilizando um Zetasizer Nano ZS
(Malvern, UK) (CADENA et al., BBA, 1828:309-316, 2013; PEREIRA et al., Eur J Pharm
Biopharm, 127: 51-60, 2019; RIQUELME et al., Food Sci, Technol., 111: 760-766, 2019).
As andlises foram realizadas em triplicata onde seus resultados sdo apresentados na
Tabela 1.

[0064] Tabela 1. Avaliacdes de tamanho médio, indice de polidisperséo (PDI) e potencial
zeta (C — mv) das nanoemulsdes 6leo em agua (O/A) de 6leo de Canola, Milho e Soja

com propionato de testosterona (PT) e brancas (B).

Formulacdo Produzida Tamanho Médio (nm) PDI ¢ (mv)
B - Canola 54,26 0,398 -27,6

B — Milho 43,73 0,481 -35,7

B - Soja 163,9 0,395 -38,1

0,6 g de PT — Canola 162,4 0,508 -37,0
0,6 g de PT — Milho 139,9 0,472 -37,6
0,6 g de PT- Soja 2124 0,408 -39,1
0,4 g de PT- Canola 154,7 0,305 -31,8
0,4 g de PT — Milho 131,1 0,396 -36,3
0,4 g de PT — Soja 136,6 0,276 -31,5
0,2 g de PT — Canola 90,63 0,316 -35,8
0,2 g de PT — Milho 75,97 0,348 -35,8
0,2 g de PT — Soja 74,43 0,35 -36,2
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[0065] Conforme observado na Tabela 1, as emulsbes produzidas sao caracterizadas
como nanoemulsdes devido ao tamanho nanométrico de suas vesiculas. As vesiculas
das formulacdes produzidas possuem tamanhos inferiores a 200 nm, com excecao da
nanoemulsdo de 0.6 g / 10 g de emulséo de propionato de testosterona e 6leo de soja.
Ja em relacdo ao indice de polidispersdo (PDI), referente a homogeneidade entre os
tamanhos das vesiculas, € preferivel que os valores estejam abaixo de 0,7,
preferencialmente, valores proximos a 0,3 indicam boa homogeneidade (CADDEO et al.
Int. J. Pharm., 363(1-2), 183-191, 2008). Valores abaixo de 0,7 foram obtidos em todas
as nanoemulsdes e este valor foi reduzindo a medida que a quantidade de solugéo de
propionato de testosterona também foi reduzida. Em relagao ao potencial zeta (C - mv),
€ preferivel que os valores sejam o0 mais negativo ou positivo. A nanoemulsées
produzidas apresentaram valores negativos indicando maior magnitude de interagao das
forcas de repulséo entre as vesiculas, garantindo sua estabilidade. Devido ao propionato
de testosterona utilizado no laboratério ser dispersa em um veiculo oleoso, foi observado
gue a presenca deste veiculo interferiu diretamente no tamanho das vesiculas quando
comparadas as formulacfes brancas. Entretanto, houve pouca variacdo em relacéo ao
PDI e o potencial zeta. De acordo com os dados apresentados, a formulacdo que
apresentou melhores parametros para uso comercial foi a nanoemulsao de 6leo de soja
contendo 0,2 g / 10 g de emulsao de propionato de testosterona de PT, correspondendo

ao menor tamanho vesicula, menor PDI e maior potencial zeta.
Exemplo 4: Teste de Palatabilidade

[0066] O teste de palatabilidade foi previamente aprovado pelo Comité de Etica de Uso
de Animais — CEUA (Licenca 117/2019) da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
A racdo contendo o aditivo nanotecnoldgico foi preparada a partir de uma proporcao
2:1:1 (racdo:agua:emulséo) sendo este material peletizado novamente para os juvenis

de tilapia

[0067] A racéo contendo as nanoemulstes (C2, M2 e S2) foram ofertada ad libitum a 30
individuos juvenis da espécie tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) com peso médio de

10,5 g. As ragdes foram ofertadas em dois dias consecutivos.
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[0068]Houve 100% de ingestdo das trés racdes ofertadas nos dois dias de
experimentacéo constatando sua palatabilidade para os peixes. Dessa forma, o produto
estd pronto para ser oferecido aos animais para a realizacdo do procedimento de

reversao sexual.

Exemplo 5: Aplicacdo da nanoemulsdo como aditivo nanotecnolégico para a
reversao sexual de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

[0069] O teste de reversdo sexual foi previamente aprovado pelo Comité de Etica de Uso
de Animais — CEUA (Licenga 117/2019) da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Foi realizado um experimento utilizando 550 animais com aproximadamente 12 dias de
vida (tamanho médio 10 mm) sendo divididos em 5 grupos experimentais. Os animais
foram mantidos em condi¢des controladas de laboratério e alimentados 6 vezes ao dia
com os seguintes tratamentos: i. Controle Negativo — Ra¢cdo macerada sem hormaonio; ii.
Controle Positivo — Racdo macerada com 60 mg de propionato de testosterona em alcool
(tratamento convencional); iii. Racdo macerada contendo nanoemulsdo para uma
concentracdo final de 30 mg/kg de propionato de testosterona; iv. Racdo macerada
contendo nanoemulsédo para uma concentracdo final de 60 mg/kg de propionato de
testosterona; e v. Racdo macerada contendo nanoemulséo para uma concentragao final

de 90 mg/kg de propionato de testosterona.

[0070] Ao término da experimentacdo, os animais foram eutanasiados e 20 animais por
grupo foram escolhidos aleatoriamente e tiveram suas génadas extraidas para posterior
avaliacdo histoldgica para identificacdo do sexo.

[0071] Ap6s a experimentacdo foi possivel observar que, no controle negativo, houve
uma incidéncia de 100% de ovotestis, sendo 30% correspondente a ovotestis com
porpor¢cdes equivalentes de células gonadais femininas e masculinas, 10%
correspondente a ovotestis com células predominantemente masculinas e 60% de

ovotestis com células predominantemente femininas.

[0072] Ja o grupo controle positivo, foi observado uma incidéncia de 60% de reversao
(individuos machos) e 40% de ovotestis, sendo 30% correspondente a gbnadas com
células predominantemente masculinas e apenas 10% com células predominantemente

femininas.
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[0073]Foi possivel observar que no grupo tratado com 30 mg/Kg de propionato de
testosterona houve 35% de reversédo (individuos machos), 10% ovotestis com células
gonadais predominantemente masculinas, 40% de ovotestis com propor¢coes
semelhantes de ovogonias e espermatogdnias e 15% correspondiam a ovotestis de

células gonadais predominantemente femininas.

[0074] Ja no grupo tratado com 60 mg/Kg de propionato de testosterona, foi obtida a taxa
de reversdo de 50% (individuos machos), 20% de ovotestis com células gonadais
predominantemente masculinas, 20% de ovotestis com predominéncia feminina e 10%

de células gonadais masculinas e femininas com propor¢es semelhantes.

[0075] No grupo tratado com 90 mg/kg de propionato de testosterona foi obtida uma taxa
de 45% de reversdo (individuos machos) e apenas 10% de ovotestis com células
gonadais predominantemente masculinas. Os 45% restantes, correspondiam a 10% de
ovotestis de predominancia feminina e 35% de ovotestis com propor¢des semelhantes.

[0076] Com isso, € possivel concluir que a hanoemulsao € capaz de fazer a reversao

sexual nas concentracfes estudadas.
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REIVINDICACOES

1. “PROCESSO DE OBTENCAO DE UM ADITIVO ALIMENTAR A BASE DE
NANOEMULSAO PARA A ENCAPSULAQAO DE TESTOSTERONA COM USO NA
REVERSAO SEXUAL DE PEIXES” caracterizado por uma nanoemuls&o 6leo em agua
(O/A) com vesiculas de tamanho inferior a 300 nm possuindo uma fase oleosa composta
por 6leos vegetais, monooleato de sorbitano 80 e hormdnio andrégeno vertida sob uma
fase aquosa composta por agua, polissorbato 80 e um alcool contendo um conservante
compreendendo o grupo dos parabenos sendo a dita nhanoemulsdo incorporada em

racdes comerciais para a reversao sexual de peixes.

2. “PROCESSO DE OBTENCAO DE UM ADITIVO ALIMENTAR A BASE DE
NANOEMULSAO PARA A ENCAPSULAQAO DE TESTOSTERONA COM USO NA
REVERSAO SEXUAL DE PEIXES”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pela fase oleosa compreender Oleos vegetais como os 6leos de algodéo, canola, girassol,

milho ou soja.

3. “PROCESSO DE OBTENCAO DE UM ADITIVO ALIMENTAR A BASE DE
NANOEMULSAO PARA A ENCAPSULAQAO DE TESTOSTERONA COM USO NA
REVERSAO SEXUAL DE PEIXES”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo horménio andrégeno utilizado ser a testosterona e seus derivados como 0s

descritos no relatério descritivo.

4. “PROCESSO DE OBTENGCAO DE UM ADITIVO ALIMENTAR A BASE DE
NANOEMULSAO PARA A ENCAPSULACAO DE TESTOSTERONA COM USO NA
REVERSAO SEXUAL DE PEIXES”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pela nanoemulsdo ser incorporada em ragcfes comerciais extrusadas para a reversao

sexual de peixes como a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).
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RESUMO

“PROCESSO DE OBTENGCAO DE UM ADITIVO ALIMENTAR A BASE DE
NANOEMULSAO PARA A ENCAPSULACAO DE TESTOSTERONA COM USO
NA REVERSAO SEXUAL DE PEIXES”

A presente invencdo descreve o processo de obtencdo de uma nanoemulsdo
O/A com vesiculas de tamanho inferior a 300 nm a partir de emulsificacdo sob
agitacdo para a encapsulagéo de testosterona. Esta nanoemulséo é incorporada
como um aditivo alimentar em rac6es comerciais extrusadas para peixes com o
intuito de fazer reversao sexual. Este produto pode ser utilizado na aquicultura,
atuando como indutor hormonal para a obtencdo de populacdes monossexo
masculino testado o qual foi testado na presente invencéo. A incorporacao da
nanoemulsdo em racfes comerciais como um aditivo alimentar visa reduzir a
contaminacgéo do produtor rural pelo hormonio, visto que 0 mesmo esta inserido
dentro da ragdo, evitando o contato direto. Ainda, visa reduzir o impacto

ambiental.
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Nanoemulséo contendo testosterona encapsulada para a producéo de tilpia-do-

Nilo (Oreochromis niloticus) masculinizada

[Nanoemulsion with testosterona encapsulated for nroduction of masculinized Nile

Tilapia (Oreochromis niloticus)]

Resumo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um aditivo alimentar a base de uma
nanoemulsdo simples 6leo em agua (O/A) para encapsular testosterona a ser incorporado
a racdo comercial para peixes. Foi realizada uma triagem de Oleos e avaliagdo das
caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas para determinar a melhor nanoemulséo
seguido de aplicacdo pratica do produto na reversdo sexual de tilapias. Foi possivel
produzir uma nanoemulsdo estavel com testosterona encapsulada e comprovar sua
palatabilidade para a espécie. Foi observado uma grande incidéncia de gbnadas contendo
ovogobnias e espermatogdnias simultaneamente, principalmente no grupo controle
positivo. Ainda, foi obtida a taxa de 60% de reversédo neste grupo. Foi possivel comprovar
a eficiéncia da nanoemulsédo como indutor de reversdo sexual, obtendo taxas de 35, 50 e
45% de eficiéncia nos grupos de 30, 60 e 90 mg/kg respectivamente. Diante dos
resultados, podemos concluir que a nanoemulséo é capaz de induzir a reversao sexual em
tilapias sendo possivel sua aplicacdo como um produto comercial.

Palavras-chave: Reversao sexual, piscicultura, nanotecnologia, andrdgenos.

Abstract

The objective of this work was to develop a food additive based on a simple oil in water
(O/W) nanoemulsion to encapsulate testosterone to be incorporated into commercial fish
feed. An oil screening and evaluation of the organoleptic and physical-chemical
characteristics was carried out to determine the best nanoemulsion followed by the
practical application of the product in the sex reversal of tilapia. It was possible to produce
a stable nanoemulsion with encapsulated testosterone and prove its palatability for the
species. A large incidence of gonads containing oogonia and spermatogonia was observed
simultaneously, mainly in the positive control group. More, the rate of 60% of reversion

was obtained in this group. It was possible to prove the efficiency of the nanoemulsion as
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an inducer of sexual reversion, obtaining rates of 35, 50 and 45% efficiency in the groups
of 30, 60 and 90 mg/kg respectively. In view of the results, we can conclude that the
nanoemulsion is capable of inducing sexual reversion in tilapia, being possible its
application as a commercial product.
Keywords: Sex reversal, fish farming, nanotechnology, androgens.
1. Introducgéo

Segundo a FAO (Organizacdo das NacOes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo, 2019) foram produzidos no mundo mais de 4,2 milhdes de toneladas de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) no Gltimo ano, sendo o Brasil um dos 10 maiores
produtores. Sao animais que possuem carne bem apreciada, desovam durante todo o ano
e o seu valor comercial por quilo é alto. Em tilapias, 0 macho tem uma taxa de crescimento
maior que a fémea, se tornando viavel a producdo de populacdes totalmente masculinas
0 que aumenta a produtividade por éarea. Para este fim, a reversdo sexual € realizada,
geralmente utilizando a exposi¢do a hormoénios andrégenos, como a testosterona e seus
ésteres como  19-noreiltestosterona, fluoximesterona, etiltestosterona, 170-
metiltestosterona, di-hidrotestosterona, androstenediona, acetato de trenbolona,
mesterolona, 17 a-etiniltestosterona e 17 a-metildihidrotestosterona (Abo-Al-Ela, 2018;
Marschbécher et al., 2014; Zanoni et al., 2013). Quando os hormdnios sdo utilizados na
reversao, sdo aceitos niveis de até 2 mg/kg residuais, considerado seguro para 0 consumo
humano (Zanardi et al., 2011).

Devido a utilizacdo destes hormdnios no processo de reversdo sexual, € comum
que os funcionarios se contaminem durante a manipulacdo ja que a testosterona é
adquirida pura e diluida em etanol para ser adicionada a racdo. Esta contaminacdo pode
provocar cancer de mama e testicular, além de infertilidade, alteracbes nos
espermatozoides e endometriose (Sifakis et al., 2017). Ainda, o descarte destes horménios
sem um tratamento prévio chega ao ambiente ocasionando problemas ambientais (Gore
etal., 2015; Wu et al., 2016). Em animais aquaticos na natureza, essas substancias podem
ocasionar alteragfes comportamentais e principalmente, a masculinizacdo de fémeas e
alteracdes na fertilidade afetando toda a cadeia alimentar (Volkova et al., 2015). Visando
a reducdo de tais impactos, € possivel utilizar da nanotecnologia para encapsular estes
horménios, protegendo-o de degradacéo e impedindo o contato direto com o produtor

rural. H& uma grande variedade de sistemas nanotecnoldgicos com aplicabilidade na
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aquicultura e as nanoemulsdes se mostram uma alternativa eficiente para este fim. S&o
sistemas coloidais resultantes da mistura de duas fases imisciveis, geralmente composta
de uma fase aquosa e outra oleosa (emulsdes simples agua em éleo — A/O ou 6leo em
agua — O/A), estabilizadas com o auxilio de um tensoativo (Almeida, 2011). S&o sistemas
nanotecnoldgicos sofisticados, termodinamicamente instveis, mas com maior
estabilidade j& que devido ao tamanho nanométrico de suas vesiculas, sdo capazes reduzir
a sedimentacdo e permanecerem mais tempo no organismo (Anton; Vandamme, 2011;
McClements, 2012; Singh et al., 2017). Seu tamanho nanométrico aumenta a superficie
de contato e aumentam a biodisponibilidade e solubilidade de farmacos lipofilicos, sendo
considerados um dos sistemas de carreamento capazes de promover melhorias em
substancias bioativas (Jaiswal et al., 2015; Oztirk, 2017; Salem; Ezzat, 2018).
Nanoemulsdes sdo sistemas biocompativeis capazes de abrigar o principio ativo e libera-
lo de maneira controlada, atuando como um sistema de liberacdo controlada (SLC). SLCs
sdo amplamente utilizadas na indudstria para encapsular farmacos e outras substancias
quimicas. Sua caracteristica de liberacdo permite a reducdo da dose, consequentemente
reduzindo os efeitos colaterais e toxicidade (Batista et al., 2014).

Diante disto, o hormonio andrégeno pode ser incorporado na fase oleosa de uma
nanoemulsdo, por ser lipossolivel. Observando estas vantagens, se mostram uma
alternativa viavel para a producdo de um produto de uso veterinario para reversao sexual
de peixes. A producdo de uma nanoemulsdo para a liberacdo de testosterona pode ser
incorporada a racfes comerciais. Ha um interesse industrial na producdo de novas
tecnologias. E possivel localizar produtos e processos patenteados para a obtencio de
populacdo de peixes masculinos. Trata-se de um método mais seguro e eficiente para a
administracdo deste horménio na aquicultura, ja que o sistema permite a reducdo da
contaminacdo e do impacto ambiental, proporcionando maior seguranca ao produtor por
se tratar de um produto final, ndo necessitando do contato direto com o0 hormonio. Diante
disto o objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracteriza uma nanoemulsdo contendo
testosterona encapsulada e sua incorporagdo em uma ragdo comercial aplicada a reverséo
sexual de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

2. Material e Métodos
2.1. Material
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Foram utilizados o polissorbato 80 (Tween® 80, EHL = 15,0, Dindmica, Brasil),
monooleato de sorbitano 80 (Span® 80, EHL = 4,3, SIGMA, St Luiz, MO), propionato
de testosterona (Androgenol®, Ceva Hertape, MG, Brasil), nipazol (propilparabeno,
Dinamica, Brasil), Etanol Absoluto (Dinamica, Brasil). Todos os outros reagentes
utilizados neste experimento foram de grau analitico. Foram selecionados cinco dleos
vegetais para a realizagdo de uma triagem. Os 0Oleos utilizados eram 100% vegetais de
algoddo, canola, girassol, milho e soja (tipo 1), conforme classificacdo na Instrucéo
normativa N° 49/2006 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa,
2006).

2.2. Preparagéo das nanoemulsdes

Nesta primeira triagem foram avaliados o tipo de Oleo vegetal, proporcao de
surfactantes e presenca ou auséncia de propilparabeno. As nanoemulsdes preparadas
foram identificadas a partir das iniciais de cada 6leo, sendo Algodéao - A, Canola - C,
Girassol - G, Milho — M e Soja - S, acompanhado de nimeros correspondentes a varia¢éo
dos surfactantes e também a presenca ou auséncia de propilparabeno, sendo 1 — 5% Span,
15% Tween, Propilparabeno Presente; 2 — 10% Span, 10% Tween, Propilparabeno
Presente; 3 — 15% Span, 5% Tween, Propilparbeno Presente; 4 - 5% Span, 15% Tween,
Propilparabeno Ausente; 5 - 10% Span, 10% Tween, Propilparabeno Ausente; e 6 - 15%
Span, 5% Tween, Propilparbeno Ausente.

As nanoemulsdes 6leo/agua (O/A) foram preparadas a partir de uma fase oleosa
(O) produzida a partir de uma mistura de 10% (p/p) de dleo vegetal (Algoddo, Canola,
Girassol, Milho ou Soja), 5-15% (p/p) de Span® 80 e 6% (p/p) de solugdo de 60 mg/mL
de Proprionato de Testosterona (PT). Esta concentracdo de PT é baseada na quantidade
preconizada para o uso por kilo de racdo para a reversao sexual (Zanardi et al., 2011).

Para sua preparacgdo, primeiramente a fase O foi homogeneizada com o auxilio de
um agitador magnético por 5 min a 500 RPM em temperatura ambiente (25 + 2 °C).
Simultaneamente em outro recipiente, a fase A foi preparada com 64% de agua destilada
(p/p) e 5-15% (p/p) de Tween® 80, esta fase foi homogeneizada por 5 min a 500 RPM.
Apos isto e ainda sob agitacdo, foi dissolvido 40 mg de propilparabeno em 1 mL de alcool
etilico absoluto (0,4% p/p) para atuar como conservante e adicionado a fase aquosa,
permanecendo por mais 5 min sob agitacédo para total evaporacéo do alcool. Em seguida,

a fase O foi vertida na fase A por gotejamento (fluxo de 4 mL/min) sob agitagéo para a
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formacéo da nanoemulsdo O/A. Por fim, a disperséo foi agitada a 1500 RPM por 24 h
para obtencdo do tamanho nanométrico.
2.3. Caracterizacdo das nanoemulsdes
2.3.1. Analise fisica macroscépica

Apo6s 24 horas de agitagdo constante, as formulagdes foram avaliadas quanto as
suas caracteristicas organolépticas imediatamente apds a preparacdo, quanto ao Aspecto
- Fase da dispersdo: Homogénea (HM) ou Heterogénea (HT); Aspecto — Consisténcia:
Fluida (FL), Pouco Espessa (PE), Espessa (ES) ou Muito Espessa (ME); Aspecto —
Opacidade: Translucido (TR), Pouco Opaco (PO) ou Opaco (OP); Aspecto — Grumos:
Presente (PR) ou Ausente (AU); Odor: Presente (PR) ou Ausente (AU); Cor: Presente
(PR) ou Ausente (AU) (Brasil, 2004; Damasceno et al., 2016; Frange e Garcia, 2009). As
formulacBGes desenvolvidas que passaram pela andlise, seguiram para o teste de
estabilidade preliminar.
2.3.2. Teste de estabilidade preliminar

As nanoemulsdes foram armazenadas em recipientes estéreis vedados contendo
um head space equivalente a 1/3 do volume total do recipiente para permitir trocas
gasosas. Imediatamente ap6s o preparo das formulacdes, as nanoemulsfes foram
submetidas a centrifugacdo a 1210 g por 30 minutos (Centrifuga Kacil CE-01) seguido
de avaliacdo do Aspecto - Fase da dispersdo: Homogénea (HM) ou Heterogénea (HT).
Ainda, amostras diferentes foram utilizadas para os testes de estresse térmico onde foram
avaliados por 24 h resfriamento (5 £ 2 °C), congelamento (-20 + 2 °C) e aquecimento (37,
40 e 50 + 2 °C). Apos o teste, as nanoemulsBes foram novamente avaliadas a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) em relacdo a andlise fisica macroscépica (2.3.1) sendo comparados
os resultados imediatamente apds a preparacdo. As nanoemulsGes que passaram pelo
teste, seguiram para caracterizacdo fisico-quimica.
2.3.3. Caracterizacdo fisico-quimica

As nanoemulsdes foram diluidas em agua ultrapura para entdo serem submetidas
aanalise, reduzindo assim a turbidez sua mesma. Foram avaliados o tamanho médio (nm),
indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta (mV) das vesiculas de 6leo pela técnica de
espectroscopia de correlacdo de fotons padrdo (PCS) fixado 90° a 25 °C utilizando um
Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK) (Cadena et al., 2013; Pereira et al., 2019; Riquelme et

al., 2019). As nanoemulsGes foram diluidas em &gua ultrapura para entdo serem
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submetidas a analise, reduzindo assim a turbidez sua mesma. Para isso, foram testadas
amostras das nanoemulsdes sem hormonio (brancas) e com propionato de testosterona
nas concentracdes de 0,6; 0,4 e 0,2 g em 10 g. Estes valores foram testados devido ao
excipiente oleoso presente no Androgenol® (propionato de testosterona), com o intuito
de avaliar sua interferéncia nos valores observados. Para tal, o volume de PT reduzido na
formulacdo foi substituindo por agua. As nanoemulsdes produzidas seguiram para 0s
testes de estabilidade. Os dados foram mensurados em triplicata.
2.4. Incorporacéo das nanoemulsdes a racdo comercial

Foram preparadas 2 ragdes. A primeira delas seguiu para o teste de palatabilidade,
onde foi produzida a partir de racdo comercial extrusada macerada (40% de proteina
bruta, Lanolis) numa propor¢do de 2:1:1 (racdo:adgua:nanoemulsdo), sendo estas
nanoemulsdes composta pelos 6leos selecionados para a andlise fisico-quimica. Essa
racdo foi novamente repeletizada e ficou em descanso por 24 h a temperatura ambiente
(25 £ 2 °C) para secagem e ser oferecida aos animais. Para o teste de palatabilidade foram
utilizadas apenas nanoemulsfes brancas (sem hormoénio). Para a experimentacdo, a
nanoemulsdo utilizada foi a que melhor se apresentou apds a analise fisico-quimica, onde
foi adicionada a racdo comercial extrusada macerada (40% de proteina bruta, Lanolis) e
agua destilada numa proporcdo de 100:10:1,5-4,5 (racdo:agua:nanoemulsdo) e
homogeneizadas, permanecendo em descanso por 4 horas a temperatura ambiente (25 £
2 °C) para secagem e seguir para o teste de reversao sexual. Estes valores de nanoemulséo
(1,5 a4,5 g) foram utilizadas para obter a concentracdo final de 30, 60 e 90 mg/kg de PT.
Para o controle positivo, 0,6g de PT (60 mg) foram diluidos em 10 g de alcool absoluto
sob as mesmas condigdes.
2.5. Animais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia e
Comportamento Animal - LECA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE, biotéerio cadastrado na plataforma CIUCA-CONCEA (Conselho Nacional de
Experimentagcdo Animal). Todos os protocolos presentes neste projeto foram submetidos
e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA da UFRPE (Licenca
117/2019). Os alevinos da espécie Oreochromis niloticus foram adquiridos na Estagéo de
Aquicultura Continental Johei Koike, da UFRPE. Toda a 4gua dos aquarios submetidos

aos tratamentos passou por processo oxidativo avangado (POA) em um reator utilizando
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foto-oxidagdo UV e H,O (Hansen & Andersen, 2012; Silva et al., 2019) antes de ser
descartada visando degradar as moléculas usadas prevenindo a contaminacao ambiental.
2.5.1. Teste de palatabilidade com juvenis

A racdo contendo as nanoemulsdes selecionadas apds os testes de estabilidade (0,5
g/individuo) foi ofertada ad libitum a 30 individuos juvenis da espécie tilapia
(Oreochromis niloticus) com peso médio de 10.5g. As ragdes foram ofertadas em dois
dias consecutivos.
2.5.2. Administracao dos tratamentos em larvas Oreochromis niloticus

550 larvas com tamanho médio de 10mm (aproximadamente 12 dias de vida)
foram aclimatadas até a completa absorc¢do do saco vitelinico, mantidas com fotoperiodo
(claro/escuro) 14/10, a temperatura de 27 £ 1 °C e pH de 7,0 £ 0,5. Posteriormente, foram
separadas em 5 grupos de 55 animais em duplicata mantidas as mesmas condi¢cdes em
aquarios com capacidade de 10 L, onde foram alimentadas 6 vezes ao dia (8h, 10h, 12h,
14h, 16h, 18h) com os seguintes tratamentos: i. Controle Negativo — Ra¢&do macerada sem
horménio; ii. Controle Positivo — Racdo macerada com 60 mg/mL de propionato de
testosterona em alcool (tratamento convencional); iii. Racdo macerada e nanoemulsao na
concentracdo de 30mg de propionato de testosterona; iv. Racdo macerada e nanoemulsédo
na concentracdo de 60mg de proprionato de testosterona; e v. Racdo macerada e
nanoemulsdo na concentracdo de 90mg de propionato de testosterona. Durante a primeira
quinzena, os animais foram alimentados com 0,160 g de racdo macerada 6 vezes ao dia e
2/5 do volume total da agua dos aquarios renovada 3 vezes por semana. Na segunda
quinzena, os animais foram alimentados com 0,320 g de racdo macerada 6 vezes ao dia e
3/5 do volume total da &gua dos aquéarios renovada 3 vezes por semana, adaptando-se
assim, ao crescimento dos animais. A indu¢do hormonal teve duracdo de 30 dias. Os
animais foram eutanasiados ap6s 35 dias do inicio do tratamento, sendo os 5 dias finais,
0s animais sendo alimentados apenas com ragcdo macerada sem hormonio.
2.5.3. Mensuracéo dos parametros morfologicos, coleta de gbnadas e processamento do
material histoldgico

Os animais submetidos a experimentacdo foram eutanasiados ao término dos 35
dias por banho de imersdo em agua com solucéo alcdolica anestésica (Eugenol 300 mg/L
diluidos em 1 mL de alcool absoluto) (Vidal et al., 2008). Em seguida, foram mesurados

o comprimento total dos animais (direcdo cabega-cauda), altura da cabeca (direcéo dorso-
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ventral) e didmetro dos olhos com o auxilio de um paquimetro. Logo apos, foi realizada
uma abertura na cavidade abdominal dos animais e imediatamente imersos em solugéo
Davidson e mantidos por 48 h para preservacdo dos orgaos. Posteriormente, 0s animais
foram mantidos em alcool 70% para posterior retirada das gonadas. Parte da cavidade
celomética foi preservada para que ndo houvesse danificacdo das gbnadas e obter um
melhor pardmetro de observagéo dos tecidos.

ApoOs retiradas, as gonadas foram imersas em alcool 70% e guardadas para
posterior preparacdo da lamina histolégica. 20 individuos selecionados aleatoriamente
dos grupos experimentais passaram por esta fase para comprovacao da reversdo. Para
emblocar, os 6rgdos foram posicionados em cassetes de processamento e serem expostos
a banhos de etanol (70, 96 e 100%) e xilol. O material foi incluso em parafina, emblocados
e posteriormente cortados utilizando um micrétomo manual (5 um) (Leica RM2125
RTS). Os cortes foram depositados em banho-maria e posicionados em laminas (37 °C).
Por fim, foram mantidos em estufa (55 °C) para retirada da parafina e seguir para a etapa
de coloracédo das laminas. Em seguida, as laminas foram coradas utilizando o protocolo
de hematoxilina e eosina. Ao término do processo, as laminas foram finalizadas com
Etellan para posteriormente serem lidas.

2.5.4 Sexagem por avaliacdo histologica das laminas

Foi realizada uma avaliacdo estrutural das células gonadais para determinacéo do
sexo e acompanhamento do desenvolvimento gonadal utilizando um microscopio 6ptico
com luz de LED (BIO2B SSI). Os animais foram considerados machos, fémeas ou
ovotestis (gbnada intermediaria).

3. Resultados e Discusséo
3.1. Analise Fisica Macroscépica

As caracteristicas organolépticas das nanoemulsdes foram avaliadas quanto ao seu
aspecto visual e sdo mostrados na Tabela 1. Todas as formulagGes se mostraram
homogéneas. Também foi observado que as formulagGes que possuiam em sua
composi¢do 5% p/p de Span® 80, com e sem propilparabeno, apresentaram consisténcia
mais fluida (A1, A4, C1, C4, G1, G4, M1, M4, S1 e S4) em comparagdo com as demais.
Ainda, a medida que essa concentracdo foi aumentada (10% e 15%), ficaram mais
espessas apresentando consisténcias pouco espessa (A3 e A6), espessa (C6, G6, M6 e S6)

ou muito espessa (C3, G3, M3 e S3). Em relagdo a opacidade, notou-se que as
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nanoemulsdes contendo propilparabeno se mostraram opacas quando comparadas as
nanoemulsdes sem o conservante, com excec¢ao da nanoemulsdo S1 que se mostrou pouco
opaca. Apenas a nanoemulsdo S5 possuiu grumos. Todas as formulagbes néo
apresentaram odor ou cor.

As nanoemulsdes sem propilparabeno se mostraram mais translicidas e menos
espessas em comparagdo com as nanoemulsdes que continham o conservante. Entretanto,
devido a nanoemulsdo possuir Oleos vegetais em sua composicdo e a mesma ser
incorporada a ragdo para peixes, as nanoemulsdes sem propilparabeno foram descartadas,
ainda que interferiu na opacidade das formulagdes. Por se tratar de um produto organico,
ha grande possibilidade de contaminacdo, tornando necesséaria a utilizacdo de um
conservante. Diante disto, as nanoemulsdes com propilparabeno foram utilizadas nos

préximos testes de estabilidade.

Tabela 1. Avaliacdo das caracteristicas organolépticas das nanoemulsdes oleo/agua (O/A) contendo
propionato de testosterona quanto ao tipo de 6leo vegetal utilizado, a presengca ou auséncia de
propilparabeno e proporcdes de Span 80® e Tween 80® imediatamente ap6s o preparo (BRASIL, 2004;
DAMASCENO et al., 2016; Frange e Garcia, 2009).

< Span® Tween® Aspecto
Oleo Amostra 80 80 (n/p) Parabeno Fase da ] ] ] Odor Cor
(p/p) dispersio Consisténcia | Opacidade | Grumos
Al 5% 15% PR HM FL oP AU AU AU
A2 10% 10% PR HM PE oP AU AU AU
A3 15% 5% PR HM PE oP AU AU AU
Algodéo
A4 5% 15% AU HM FL TR AU AU AU
A5 10% 10% AU HM PE OP AU AU AU
A6 15% 5% AU HM PE OP AU AU AU
C1 5% 15% PR HM FL OP AU AU AU
Cc2 10% 10% PR HM PE OP AU AU AU
C3 15% 5% PR HM ME OP AU AU AU
Canola
C4 5% 15% AU HM FL TR AU AU AU
C5 10% 10% AU HM FL PO AU AU AU
Cc6 15% 5% AU HM ES OP AU AU AU
Gl 5% 15% PR HM FL OP AU AU AU
G2 10% 10% PR HM PE OP AU AU AU
G3 15% 5% PR HM ME OP AU AU AU
Girassol
C4 5% 15% AU HM FL TR AU AU AU
C5 10% 10% AU HM FL PO AU AU AU
C6 15% 5% AU HM ES OP AU AU AU
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M1 5% 15% PR HM FL OP AU AU AU

M2 10% 10% PR HM PE OP AU AU AU

) M3 15% 5% PR HM ME OP AU AU AU
Milho M4 5% 15% AU HM FL TR AU AU AU
M5 10% 10% AU HM FL PO AU AU AU

M6 15% 5% AU HM ES OP AU AU AU

S1 5% 15% PR HM FL PO AU AU AU

S2 10% 10% PR HM PE OP AU AU AU

) S3 15% 5% PR HM ME OP AU AU AU
S0l S4 5% 15% AU HM FL TR AU AU AU
S5 10% 10% AU HM PE OoP PR AU AU

S6 15% 5% AU HM ES OoP AU AU AU

Legendas Propilparabeno: Presente (PR) ou Ausente (AU); Aspecto - Fase da dispersdo: Homogénea (HM)
ou Heterogénea (HT); Aspecto — Consisténcia: Fluida (FL), Pouco Espessa (PE), Espessa (ES) ou Muito
Espessa (ME); Aspecto — Opacidade: Transltcido (TR), Pouco Opaco (PO) ou Opaco (OP); Aspecto —
Grumos: Presente (PR) ou Ausente (AU); Odor: Presente (PR) ou Ausente (AU); Cor: Presente (PR) ou
Ausente (AU).

3.2. Avaliacao da Estabilidade Preliminar

Logo apds sua preparacdo, as nanoemulsdes foram submetidas a avaliagdo da
estabilidade por centrifugacdo onde ndo foram observadas alteracfes nas suas
caracteristicas organolépticas ou separacdo de fases em comparacao a formulagéo recém
preparada (Topico 3.1). As nanoemulsdes submetidas ao resfriamento (5 + 2 °C) por 24
h ndo apresentaram alteracfes ao retornar a temperatura ambiente (25 + 2 °C) (T6pico
3.1), porém, quando submetidas ao congelamento (-20 + 2 °C) por 24 h, a emulsdo S1 se
mostrou opaca apés descongelada em relacdo as demais. As nanoemulsfes submetidas ao
aquecimento a 37 e 40 £ 2 °C ndo apresentaram alteracfes, com exce¢do a emulsdo S1,
que apds aquecida em temperaturas de 37, 40 e 50 °C se mostrou opaca quando comparada
ao periodo anterior ao aquecimento (pouco opaca) (Topico 3.1). Entretanto, a 50 + 2°C,
todas as emulsdes com 15% p/p de Tween® 80 (Al, C1, G1, M1, S1), consideradas as
mais fluidas (Tabela 1), apresentaram separacéo de fases, sendo descartadas para 0s testes
seguintes (Tabela 2). As emulsdes A2 e G2 também tiveram separacdo de fases a 50 °C
sendo também descartadas. E preferivel que a nanoemulséo seja mais fluida por ser mais
facil de ser produzida sob agitacdo magnética. Devido as nanoemulsdes com 15% p/p de
Span® 80 ficarem espessas (Tabela 1), as formulages C2, M2 e S2 com 10% p/p de
Span® 80 foram preferidas as demais, seguindo para os testes seguintes.
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Tabela 2. Avaliacdo da estabilidade e caracteristicas organolépticas das amostras contendo propionato de

testosterona nanoemulsionada ap6s centrifugacdo imediatamente apds o preparo e apos estresse térmico
por aquecimento (50 + 2°C) ap06s retorno a temperatura ambiente (BRASIL, 2004; DAMASCENO et al.,
2016; Frange e Garcia, 2009).

Aquecimento 50 £ 2 °C

Aspecto
Amostra dli::pseerggo Consisténcia Opacidade Grumos Odor cor
Al HT FL OoP AU AU AU
A2 HT PE OoP AU AU AU
A3 HM PE OP AU AU AU
C1 HT FL OP AU AU AU
C2 HM PE OP AU AU AU
C3 HM ME OP AU AU AU
Gl HT FL OP AU AU AU
G2 HT PE OP AU AU AU
G3 HM ME OP AU AU AU
M1 HT FL OP AU AU AU
M2 HM PE OP AU AU AU
M3 HM ME OoP AU AU AU
S1 HT FL OP AU AU AU
S2 HM PE OoP AU AU AU
S3 HM ME OoP AU AU AU

Legendas Propilparabeno: Presente (PR) ou Ausente (AU); Aspecto - Fase da dispersdo: Homogénea (HM)

ou Heterogénea (HT); Aspecto — Consisténcia: Fluida (FL), Pouco Espessa (PE), Espessa (ES) ou Muito
Espessa (ME); Aspecto — Opacidade: Transllcido (TR), Pouco Opaco (PO) ou Opaco (OP); Aspecto —
Grumos: Presente (PR) ou Ausente (AU); Odor: Presente (PR) ou Ausente (AU); Cor: Presente (PR) ou

Ausente (AU).

3.3. Avaliacao Fisico-quimica

Os resultados foram mensurados em triplicata e a média dos valores foram

expressos na Tabela 3.
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Tabela 3. Avaliacdes de tamanho médio, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta das nanoemuls6es
6leo em agua (O/A) de 6leo de Soja, Canola e Milho com propionato de testosterona (PT) e brancas (B).
AvaliacGes de tamanho médio, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta das nanoemulsdes 6leo em
agua (O/A) de oleo de Soja, Canola e Milho com propionato de testosterona (PT) e brancas (B) Analise do
Zetasizer ap0s a preparagdo de emulsdes sem horménio e contendo Propionato de Testosterona
encapsulados.

Formulacdo Produzida Tamanho Médio (nm) PDI { (mv)
B - Canola 54,26 0,398 -27,6

B — Milho 43,73 0,481 -35,7

B - Soja 163,9 0,395 -38,1

0,6 g de PT — Canola 162,4 0,508 -37,0
0,6 g de PT — Milho 139,9 0,472 -37,6
0,6 g de PT- Soja 212,4 0,408 -39,1
0,4 g de PT- Canola 154,7 0,305 -31,8
0,4 g de PT — Milho 131,1 0,396 -36,3
0,4 g de PT — Soja 136,6 0,276 -315
0,2 g de PT — Canola 90,63 0,316 -35,8
0,2 g de PT — Milho 75,97 0,348 -35,8
0,2 g de PT — Soja 74,43 0,35 -36,2

As nanoemulsGes produzidas sdo caracterizadas como nanoemulsdes devido ao
seu tamanho, com vesiculas medindo menos de 200 nm, com exce¢do da nanoemulséo
contendo 0,6 g de PT e Gleo de soja. Ja em relacdo ao indice de polidispersao (PDI), é
preferivel que os valores estejam abaixo de 0.7, ja que indica pouca variacao de tamanho
das vesiculas, sendo preferido valores proximos a 0,3, indicando maior homogeneidade
(CADDEDO et al., 2008). Valores abaixo de 0.7 foram obtidos em todas as nanoemulsoes.
Em relacdo ao potencial zeta ({ - mv) nas nanoemulsdes, os valores ficaram entre -27,6 e
-39,1, 0 que é considerado bom, pois valores mais préximos de zero indicam menor
magnitude de interacdo das forcas de repulsdo entre as vesiculas e agregagdo com perda
da estabilidade. A nanoemulsfes produzidas apresentaram valores negativos indicando
maior magnitude de interacdo das forcas de repulsdo entre as vesiculas, garantindo sua
estabilidade. Devido ao propionato de testosterona utilizado ser disperso em um veiculo
oleoso (Androgenol®), foi observado que a presenga deste veiculo interferiu diretamente
no tamanho das vesiculas quando comparadas as formulagdes brancas. Entretanto, houve
pouca variagdo em relacdo ao PDI e o potencial zeta. De acordo com os dados
apresentados, a formulacdo que apresentou melhores pardmetros para uso comercial foi a
nanoemulsdo de 6leo de soja contendo 0,2 g / 10 g de emulsdo de propionato de
testosterona, correspondendo ao menor tamanho vesicula, menor PDI e maior Potencial
Zeta.
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A utilizacdo de Tween 80 e Span 80 como surfactantes na producdo das
nanoemulsdes se mostrou bastante satisfatdria, sendo possivel obter vesiculas de até 43
nandmetros nos testes realizados. Isto ocorre, pois sdo surfactantes que necessitam de
pouca energia para producdo destes nanossistemas, segundo Fernandes (2014). Ainda,
sdo tensoativos ndo-idnicos e biocompativeis, amplamente utilizados na industria,
principalmente a farmacéutica, por geralmente serem compativeis com outros

surfactantes e ndo sofrerem muitas alteracdes fisico-quimicas (Daltin, 2011).

3.4. Avaliacdo do crescimento, mortalidade e quantificagdo de animais revertidos
sexualmente por avaliacdo histoldgica das gbnadas

Os dados de comprimento total dos animais, altura da cabeca e diametro dos olhos

foram expressos na Figura 1.

Comprimento Cabeca Olho
3,60 0,95 0,32
3,40 0,90 0,30
3,20 0,85
3,00 I 0,80 0,28 I
2,80 0,75 l 0,26
H Controle Negativo H Controle Negativo H Controle Negativo
Controle Positivo Controle Positivo Controle Positivo
30 mg 30 mg 30 mg
60 mg 60 mg 60 mg
m90 mg H90 mg m90 mg

Figura 1. Avaliagdo do comprimento total dos animais, altura da cabeca e didmetro do olho dos animais
testados. Grupos: Controle Negativo, Controle Positivo, 30 mg/kg, 60 mg/kg e 90 mg/kg.

Foi constatado que o grupo Controle Negativo teve uma taxa de crescimento maior
em relacdo aos grupos experimentais e o Controle Positivo. Isto pode indicar que a
presenca da testosterona provoque uma reducdo nessa taxa durante as primeiras fases de
desenvolvimento. O grupo de 30 mg/kg apresentou resultados semelhantes ao Controle

Positivo, entretanto apresentou uma reducdo no crescimento da altura da cabeca e um
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aumento no diametro dos olhos. Estes valores podem indicar uma menor toxicidade do
composto. Os grupos de 60 mg/kg e 90 mg/kg obtiveram taxas semelhantes, entretanto,
o grupo de 90 mg/kg foi 0 que apresentou a menor taxa de crescimento, principalmente
em relacdo ao comprimento total e altura da cabeca, com excecdo do diametro dos olhos
em relagédo ao grupo 60 mg/kg.

A mortalidade dos animais durante a experimentacdo foi contabilizado e esta

expresso na Figura 2.

Mortalidade
20
15
10
5
0 _ mm O — |
Controle Controle 30 mg 60 mg 90 mg

Negativo Positivo

B Mortos Predagao Total

Figura 2. Avaliacdo da Mortalidade nos grupos testados por morte natural, predagéo e contagem total.

Grupos: Controle Negativo, Controle Positivo, 30 mg/kg, 60 mg/kg e 90 mg/kg.

Foi constatado que a maior propor¢do de mortalidade nos grupos testados foi
decorrente de predacdo, uma caracteristica da espécie. O grupo de 30 mg/kg obteve a
menor taxa de mortalidade, com apenas 5,45% em relacdo ao numero total. VValores
semelhantes foram obtidos nos grupos Controle Positivo e 60 mg/kg com 15,45% e
14,55% respectivamente, sendo em 60 mg/kg as mortes decorrentes apenas de predacao.
O grupo de 90 mg/kg apresentou mortalidade de 12,73%. O grupo com maior mortalidade
foi o Controle Negativo com 17,27%.

Na avaliacdo da eficiéncia da reversdo, foi observado uma grande incidéncia de
ovotestis, gbnadas contendo ovogbnias e espermatogdnias simultaneamente. Para
classificacdo, foi realizada uma classificacdo qualitativa, onde foram considerados
ovotestis com predominancia masculina ou feminina observando uma frequéncia de 5:2
(espermatog6nias:ovogonias ou vice-versa). No caso de proporcgdes equivalentes, foram
classificados como ovotestis indefinidos. Os parametros utilizados estdo expressos na
Figura 3. Foi possivel observar que, no controle negativo, houve uma incidéncia 100%

de ovotestis, sendo 30% correspondente a ovotestis com proporcdes equivalentes de
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células gonadais femininas e masculinas, 10% correspondente a ovotestis com células
predominantemente masculinas e 60% de ovotestis com células predominantemente
femininas. Ja o grupo controle positivo, foi observado uma taxa de 60% de reversdo e
40% de ovotestis, sendo 30% correspondente a gonadas com células predominantemente
masculinas e apenas 10% com células predominantemente femininas. Ainda, foi possivel
observar neste grupo experimental fases avancadas de desenvolvimento destas células
masculinas nos animais revertidos.

Foi possivel observar que no grupo tratado com 30 mg de PT houve 35% reversao,
mas também uma grande predominancia de ovotestis com porpor¢cdes semelhantes de
ovogdnias e espermatog0nias, equivalente a 40%. Ainda, 10% ovotestis com células
gonadais predominantemente masculinas e 15% correspondiam a ovotestis de de células
gonadais predominantemente femininas.

J& no grupo tratado com 60 mg de PT, foi obtida a taxa de reversdo de 50% de
reversao, 20% de ovotestis com células gonadais predominantemente masculinas, 20 %
de ovotestis com predominancia feminina e 10% de células gonadais masculinas e
femininas com propor¢6es semelhantes.

No grupo tratado com 90 mg de PT foi obtida uma taxa de 45% de reversdo e
apenas 10% de ovotestis com células gonadais predominantemente masculinas. Os 45%
restantes, correspondiam a 10% de ovotestis de predominancia masculina e 35% de
ovotestis com porporcdes semelhantes. Em nenhum dos grupos, foram observadas

gbnadas efetivamente femininas. Os resultados estdo expressos na Tabela 4.
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Figura 3. Observacdo histologica de gbnadas ovotestis indefinidos (A), ovotestis predominantemente
masculinos (B), génadas masculinas (C) e ovotestis predominantemente femininos (D). Legenda: O —

Ovogonias; E- Espermatogdnias.

Tabela 4. Porcentagem de animais revertidos (machos), fémeas e ovotestis (indefinido, predominantemente

machos e predominantemente fémeas)

) Ovotestis Ovotestis
. Ovotestis
Machos Fémeas o Predom. Predom.
Indefinido
Macho Fémea
Controle
. - - 30% 10% 60%
Negativo
Controle
. 60% - - 30% 10%
Positivo

30 mg/kg 35% - 40% 10% 15%
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60 mg/kg 50% - 10% 20% 20%
90 mg/kg 45% - 35% 10% 10%

A utilizacdo de sistemas nanotecnoldgicos para a reversdo sexual peixes vém
sendo exploradas e disponibilizadas na literatura com resultados satisfatorios. Devido-ao
tamanho-nanométrico, € possivel Resultados semelhantes sdo observados na literatura,
como no trabalho descrito por Joshi et al., (2019), onde utiliza um inibitor de aromatase
encapsulada em nanoparticulas de PLGA, obtendo taxas de reversdo de até 89%,
reduzindo também a quantidade de inibitor necessaria.

As nanoemulsdes sdo sistemas nanotecnoldgicos que se sobressaem em relagao a
outros sistemas, pois possuem maior capacidade de retencéo e estabilidade, pois devido
ao tamanho de suas vesiculas, resistem a gravidade (Anton; Vandamme, 2011;
McClements, 2012). Ainda que a nanoemulsdo tenha obtido uma taxa de reversao
reduzida, a utilizacdo deste nanossistema apresenta vantagens em relacéo ao ja disponivel
na literatura, ja que se trata de um produto com a testosterona presente ja dentro da ragéo.
Este fator reduz consideravelmente a contaminacdo do produtor rural que ndo necessitara
entrar em contato direto com o horménio, que poderia provocar diversos problemas no
sistema reprodutor como alteracGes de fertilidade e cancer (Sifakis et al., 2017).

Foi observado também que houve um possivel retardo na liberagdo do horménio
nos grupos testados, principalmente nos grupos de 30 mg/Kg e 60 mg/Kg em relacdo ao
Controle Positivo. Isso indica uma possivel liberacdo controlada. Sistemas de Liberacao
Controlada possuem diversas vantagens em relacéo as formulages tradicionais, pois por
liberar a substancia de maneira ponderada, protege-a e permite a reducdo da dose
necessaria, reduzindo também os possiveis efeitos colaterais decorrentes de seu uso
(Bhowmik et al., 2014; Park, 2014). Diante disto, recomendamos futuros estudos com
mudanca na metodologia de reversdo sexual sendo adaptada ao uso de sistemas
nanotecnoldgicos.

Para as técnicas de reversao sexual utilizadas na industria, € comum a utilizacéo
da concentracao de 60 mg/Kg de 17a-metiltestosterona por quilo de ragéo (Zanardi et al.,
2011). Ainda assim, outras testosteronas e seus ésteres também podem ser utilizados
(Abo-Al-Ela, 2018). Entretanto, foi observado que em relacdo ao grupo de 90 mg/Kg,

mesmo aumentando a concentracdo de testosterona, a reversao nao aumentou
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proporcionalmente, inclusive reduzindo numa taxa de 5% em relagdo ao grupo de 60
mg/Kg. Ainda, foi o grupo que apresentou 0 menor crescimento em relagcdo aos demais
(Fig. 2). Isto pode indicar que 0 aumento da testosterona, neste caso, pode aumentar a
toxicidade e estresse.
5. Concluséao

Diante dos resultados obtidos é possivel concluir que a nanoemulséo € capaz de
fazer a reversdo sexual em alevinos da espécie Oreochromis niloticus nas concentracfes
testadas. A concentracdo que apresentou resultados mais satisfatorios foi de 60 mg. Com
isso, torna-se viavel a producdo de uma racdo utilizando uma nanoemulsdo para a
liberacdo de testosterona, se mostra um método mais seguro e eficiente para a
administracdo deste hormoénio na aquicultura na reversdo sexual de tilapias, ja que o
sistema permite o uso de um produto pronto, o que pode diminuir o impacto ambiental,
além proporcionar mais seguranca ao produtor rural.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi descrito um processo de obtencéo e caracterizacao de
uma nanoemulsdo Oleo/Agua (O/A) a ser utilizada como aditivo alimentar na
aquicultura para atuar na reversao sexual de Tilpias. Diante disso, conclui-se que:

e Foi realizado um monitoramento tecnolégico para fazer um levantamento das
técnicas utilizadas para reversado sexual existentes para conhecer o mercado
atual;

e Uma emulsédo O/A estavel contendo testosterona encapsulada foi produzida;

e Os parametros fisico-quimicos e organolépticos da emulsdo foram
mensurados, tornando possivel escolher o éleo de soja como o melhor para a
formulacdo das emulsdes;

¢ A nanoemulsédo foi incorporada a racao extrusada para o desenvolvimento do
produto;

e A palatabilidade da racdo contendo a nanoemulsdo para a espécie
Oreochromis niloticus foi constatada;

e Os parametros morfolégicos dos animais submetidos aos tratamentos foram
mensurados para avaliar a atuagéo do produto;

e A eficiencia da nanoemulsdo como indutor da reversdo sexual por meio de
histologia das génadas foi comprovada,;

e Um pedido de patente do aditivo alimentar a partir de uma nanoemulséo foi

depositado.

8. ANEXOS — PRODUCOES

8.1.Artigos completos publicados em periédicos

1 - BITTENCOURT, T. Q. M. ; SANTOS, A. R. ; SILVA, M. C. G. ; SILVA, J. F. ;
SILVA, N. P. C. ; SILVA, W. E. ; CADENA, P. G. ; AMORIM, M. J. A. A. L. . Toxic
effects of vanadium compounds on biological parameters of embryos and adults of
zebrafish (Danio rerio). Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 70,
p. 1877-1886, 2018.

2 - SILVA, MARILIA CORDEIRO GALVAO DA ; SILVA, JADSON FREITAS DA ;
SANTOS, THAMIRIS PINHEIRO ; SILVA, NIELY PRISCILA CORREIA DA ;
SANTOS, AMANDA RODRIGUES DOS ; ANDRADE, ANDRE LUCAS CORREA DE


Tatiana Porto
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pensei que vc fosse citar sua patente no final
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; SOUZA, ELTON HUGO LIMA DA SILVA ; SALES CADENA, MARILIA RIBEIRO ;
SA, FABRICIO BEZERRA DE ; SILVA JUNIOR, VALDEMIRO AMARO DA ;
CADENA, PABYTON GONGALVES . The complexation of steroid hormones into
cyclodextrin alters the toxic effects on the biological parameters of zebrafish (Danio
rerio). CHEMOSPHERE, v. 214, p. 330-340, 2019.

3 - SANTOS, T. P. ; SOARES, P. R. L. ; SILVA, M. C. G. ; SILVA, S. C. B. L. ;
ANDRADE, A. L. C. ; SANTOS, A. R.; SILVA, J. F. ; OLIVEIRA, E. G. S. ; SOUZA,
E. H. L. S. ; SA, F. B. ; CADENA, M. R. S. ; CADENA, P. G. . Thyroxine,
levothyroxine, and thyroxine complexed into cyclodextrin changed animal behavior,
oxygen consumption, and photopic electroretinogram of Colossoma macropomum.
FISH PHYSIOLOGY AND BIOCHEMISTRY, 20109.

8.2. Trabalhos publicados em anais de evento

“EFEITOS TOXICOS CAUSADOS PELA DISPONIBILIDADE DA GLIBENCLAMIDA,
UTILIZADA NO TRATAMENTO DO DIABETES, COMO DISRUPTOR ENDOCRINO
SOB OS PARAMETROS BIOLOGICOS DE Danio rerio”, de autoria de Niely Priscila
Correia da Silva, Tiago Queiroz da Mota Bittencourt, Jadson Freitas da Silva,
Amanda Rodrigues dos Santos, Wilka Mirely Constantino Correia, Thamiris Pinheiro
Santos, Marilia Cordeiro Galvdo da Silva, Renata Meireles de Oliveira Padilha e
Pabyton Goncgalves Cadena. XXIX CIC 2019.

8.3. Patentes

PROCESSO DE OBTENC}AO DE UM CREME PARA USO VETERINARIO A
PARTIR DE UMA NANOEMULSAO OLEO/AGUA CONTENDO HORMONIOS
ESTEROIDES — BR 10 2018 068629 1 — Data de depésito: 14/09/2018

LARVICIDA ORGANICO E BIODEGRADAVEL CONTENDO LECTINA PRODUZIDO
A PARTIR DE MICRO-ORGANISMOS FOTOSSINTETIZANTES - BR 10 2018
073581 0 — Data de depdsito: 14/11/2018

COMPOSICAO BIOINSETICIDA A BASE DE ENDOTOXINA DO BACILLUS
THURINGIENSIS LIVRE DE ESPOROS ENCAPSULADA VIA MICROEMULSAO
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AGUA/OLEO E SEU PROCESSO DE PRODUCAO — BR 10 20190149 2 — Data de
depdsito: 17/07/2019

8.4. Outras informacdes relevantes:

Desde o inicio de 2018 realizei cursos de curta duracdo online (ofertados
pelas universidades UEMA e USP) e curso de inglés (atualmente estou no nivel
Intermediario). Fui membro da Comisséo Organizadora do XXIX CIC — Congresso de
Iniciacdo Cientifica que ocorreu entre os dias 11 e 13 de novembro de 2019. Fui
membro da Comissdo Organizadora do Il CNAS que ocorreu nos dias 14 a 17 de
outubro de 2019 e sou membro da edi¢cdo 2020 que ocorrera nos dias 20 a 22 de
outubro. Sou membro da Comissdo Organizadora do | CIEPEX - Congresso
Internacional de Ensino Pesquisa e Extensdo, edicdo 2020. Registrei uma marca
2019: Sistema JEPEX, Numero do registro: 918643090. Ministrei 0 minicurso
intitulado “Inovacéao Tecnoldgica — Introdugdo a Patentes” na Il -Semana Urticante
(28 a 30 de Maio/2019 — UFRPE/SEDE). Ministrei o minicurso intitulado
“Propriedade Industrial: Introducé&o a Patentes” no | -Congresso de Neuro-Fisiologia
(06 a 8/11 de 2019 - UFPE). Ministrei a Oficina “Propriedade Intelectual na area de
educacao” na IX Mostra LecBio, no dia 19/12/2019 no Departamento de Biologia —
UFRPE. Fui avaliadora de trabalhos na IX Mostra LecBio. Fui avaliadora de
trabalhos no 25° Ciéncia Jovem. Ministrei a palestra “Desvendando a Propriedade
Industrial” no Il CONAAS - Congresso Online Nacional de Animais Silvestres, 2019.
Também acompanho alunos de Iniciacdo Cientifica e realizo cooperacfes com
outros laboratérios e alunos do PGBA. Fui aprovada em 3° Lugar na Selecdo do
Doutorado do PPGBA/UFRPE - Edital 2020.1.



8.5. Licenca CEUA N° 117.2019 para realizar a experimentacdo com 0s animais

CEUA - UFRFL

BL7

&
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCEH
g Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n; 5 f roovado e
; Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE _109./9049
UFRPE Ay_,“ Validade

Comissio de Efica no Uso de Animais — CEUA F 18 709/9903]
Licenca para o uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no uso de

suas atribuigdes, autoriza a exccugdo do p}ojeto descriminado abaixo. O presente projeto também se
encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Namero da licenga _ 117 /2019

Niimero do processo 23082.019267/2019-21

Data de emissiio da licenga 18 de setembro de 2019

Tiwlo do Projeto Desenvolvimento de uma ragéo nanotccnc;lbgica contendo um

sistema de liberagio controlada nanoemulsionado de
_ | testosterona com aplicagdes na aquicultura para & reversio

sexual de peixes.
Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa
Extensiio).
Responsavel pela execugdio do Pabyton Gongalves Cadena
projeto
Colaboradores Amanda Rodrigues dos Santos, Ester Indcio Damidio Quinova,

Mathéus Victor Viana de Melo

Tipo de animal e quantidade total Peixe macho 520, fémea 520. Total: 1.040
autorizada






