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RESUMO

QUINA, Marcela Lopes de Moura. Encapsulamento do firmaco itraconazol para
tratamento de esporotricose em gatos. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica).
Instituto de Tecnologia. Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

A esporotricose felina ¢ uma micose subcutanea de importancia crescente na medicina
veterinaria, com relevante impacto na satide publica. O tratamento convencional, embora eficaz,
enfrenta sérias limitagdes devido a baixa aceitagdo oral do farmaco itraconazol por felinos, em
funcdo de seu sabor amargo e da dificuldade de fracionamento das doses. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo desenvolver uma formulacdo alternativa com base em esferas de
alginato de soédio para encapsular o itraconazol, promovendo uma liberagdo controlada,
aumento da palatabilidade e potencial terapéutico.

As esferas foram obtidas por extrusdo idnica em solug@o de cloreto de célcio, processo
simples, econdmico e reprodutivel. Foram produzidas quatro formulagdes distintas: Al
(alginato puro), A2 (alginato com hidrolato de melaleuca), A3 (alginato com itraconazol) e A4
(alginato com hidrolato de melaleuca e itraconazol). A andlise estatistica demonstrou
homogeneidade no diametro e peso das esferas, indicando controle e repetibilidade no processo
produtivo. As andlises fisico-quimicas por espectroscopias FTIR e Raman confirmaram a
presenca dos componentes encapsulados e sugeriram intera¢des entre o itraconazol e a matriz
polimérica. A microscopia eletronica de varredura (MEV) revelou alteragdes morfoldgicas nas
esferas contendo o farmaco, como colapso de poros e aumento da compactagdo, sugerindo
modificacdes estruturais compativeis com sistemas de liberacao controlada.

A atividade antifungica foi avaliada por meio de ensaios de inibigdo do crescimento
fungico (ICF) frente as cepas Sporothrix schenckii e Sporothrix brasiliensis. As esferas
contendo itraconazol (A3) demonstraram capacidade de inibir o crescimento fungico ao longo
de vérios dias, enquanto a formulagdo (A4), contendo também o hidrolato de Melaleuca
alternifolia, apresentou desempenho superior, sugerindo um efeito sinérgico entre o farmaco e
os compostos bioativos naturais. A formulagdo gelatinosa, de facil manipulagdo, mostrou-se
adequada a administracdo oral em felinos, com potencial para contornar a rejei¢do associada ao
gosto do itraconazol.

Os resultados obtidos demonstram que a encapsulagdo macroscopica do itraconazol em
esferas de alginato ¢ tecnicamente vidvel e funcional, reunindo caracteristicas desejaveis como
estabilidade, reprodutibilidade, palatabilidade e eficicia antifungica. A formulagdo
desenvolvida representa uma alternativa promissora para o tratamento da esporotricose em
gatos, abrindo perspectivas para estudos in vivo, testes de liberagdo controlada e futura
aplicacdo clinica ou comercial.

Palavras-chave: Alginato, Gatos (Felis catus), Itraconazol, Esferas, Esporotricose.



ABSTRACT

QUINA, Marcela Lopes de Moura. Encapsulation of the antifungal drug itraconazole for
the treatment of sporotrichosis in cats. Dissertation (Master in Chemical Engineering).
Technology Institute, Chemical Engineering
Department, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Feline sporotrichosis is a subcutaneous mycosis of increasing concern in veterinary
medicine, with significant impact on public health. Although conventional treatment is
effective, it faces major limitations due to the poor oral acceptance of the antifungal drug
itraconazole by cats, primarily because of its bitter taste and the difficulty of dose fractioning.
In this context, this study aimed to develop an alternative formulation based on sodium alginate
spheres encapsulating itraconazole to enable controlled drug release, improved palatability, and
enhanced therapeutic potential.

The spheres were produced using ionic extrusion in a calcium chloride solution, a
simple, cost-effective, and reproducible method. Four distinct formulations were developed: A1l
(pure alginate), A2 (alginate with Melaleuca hydrosol), A3 (alginate with itraconazole), and A4
(alginate with Melaleuca hydrosol and itraconazole). Statistical analysis revealed uniformity in
sphere diameter and weight, indicating a well-controlled production process. Physicochemical
characterization by FTIR and Raman spectroscopy confirmed the presence of the encapsulated
compounds and suggested intermolecular interactions between itraconazole and the polymeric
matrix. Scanning electron microscopy (SEM) revealed morphological changes in spheres
containing the drug, such as pore collapse and increased compaction, consistent with controlled-
release systems.

Antifungal activity was assessed through fungal growth inhibition assays (ICF) against
Sporothrix schenckii and Sporothrix brasiliensis. The itraconazole-loaded spheres (A3)
inhibited fungal growth over several days, while formulation (A4), also containing Melaleuca
alternifolia hydrosol, showed superior performance, indicating a possible synergistic effect
between the drug and bioactive natural compounds. The gelatinous and easy-to-handle
formulation proved suitable for oral administration in cats, potentially overcoming rejection
associated with the drug's taste.

The results demonstrate that the macroscopic encapsulation of itraconazole in alginate
spheres is technically feasible and functionally effective, combining desirable features such as
stability, reproducibility, palatability, and antifungal efficacy. The developed formulation
represents a promising alternative for feline sporotrichosis treatment, paving the way for future
in vivo studies, controlled release testing, and potential clinical or commercial applications.

Keywords: Alginate, Cats (Felis catus), Itraconazole, Spheres, Sporotrichosis.
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CAPITULO 1

Resumo: Este capitulo apresenta uma breve contextualizacdo do tema abordado nesta pesquisa,
destacando a esporotricose felina como uma micose subcutdnea de importancia crescente na
saude publica veterinaria e humana. Discute-se a necessidade de inovag¢do nas formas
farmacéuticas para contornar os desafios terapéuticos associados a administragdo do itraconazol
em felinos. Sdo expostos os objetivos gerais e especificos do estudo, bem como a justificativa
para o desenvolvimento de esferas macroscopicas de alginato de sddio contendo o farmaco. Por
fim, ¢ apresentada a estrutura organizacional da dissertacao.

1 INTRODUCAO

Gatos domésticos apresentam comportamentos alimentares peculiares, fortemente
influenciados por sua origem carnivora (BRADSHAW, 2006). Essa caracteristica biologica se
reflete sua preferéncia por dietas ricas em proteinas e gorduras e sua aversdo a sabores amargos
(THOMBRE, 2004). Tal seletividade representa um desafio significativo para os tutores no
momento da administragdo de medicamentos, principalmente na forma de comprimidos, cujo
sabor desagradavel frequentemente impede sua aceitacdo espontdnea. Estratégias como
misturar o medicamento a alimentos atrativos geralmente falham, ja que os felinos tendem a
consumir apenas o alimento, deixando o farmaco de lado. Essa resisténcia ressalta a necessidade
de desenvolver formulagdes medicamentosas com maior palataveis, com o intuito de melhorar
a adesdo ao tratamento (TAYLOR et al., 2022).

Entre as enfermidades que exigem tratamentos prolongados e rigorosos em gatos,
destaca-se a esporotricose, uma micose subcutinea causada por fungos do género Sporothrix,
que constitui um importante problema de saude publica, especialmente no Brasil (ROSSOW et
al., 2020). A doenga caracteriza-se por lesdes cutaneas com elevada carga flingica e tem
potencial zoondtico, podendo ser transmitida ao ser humano por meio de arranhdes, mordidas
ou contato com secrecdes provenientes das lesdes de animais infectados (GREMIAO et al.,
2021). Diante desse cendrio, o tratamento demanda diagndstico clinico e laboratorial preciso,
além de longa duragdo terapéutica (PEREIRA et al., 2018).

O antifngico itraconazol, pertencente a classe dos triazois, destaca-se como o farmaco
de escolha para o tratamento da esporotricose felina, apresentando boa eficacia clinica e menor
toxicidade em comparagdo a outros antifungicos (CARSON et al., 2006). No entanto, a
administracdo do itraconazol em gatos encontra obsticulos relevantes devido ao seu gosto
extremamente amargo e a dificuldade de realizar dosagens precisas em animais com habitos

alimentares seletivos. Com isso, surge a necessidade de explorar estratégias de encapsulagdo



do farmaco, as quais visam melhorar tanto sua aceitacdo quanto a adesdo ao tratamento por
parte dos animais (FRENT et al., 2022).

Uma das estratégias promissoras para esse fim envolve o uso do alginato de sédio, um
biopolimero natural amplamente aplicado em sistemas de liberagcdo controlada de farmacos
(MAPA, 2020). O alginato apresenta a capacidade de formar géis estdveis na presenca de
cations divalentes, como o célcio, permitindo a criagdo de esferas encapsuladas com compostos
bioativos. Essa estrutura gelatinosa protege o principio ativo, favorecendo sua liberacao
prolongada e aumentando sua biodisponibilidade. Além disso, o processo de reticulagdo com
cloreto de célcio ¢ simples, econdmico e facilmente adaptavel a formulagdes farmacéuticas e
veterinarias (LAl et al., 2024).

Com base nesses fundamentos, este estudo propde o desenvolvimento de um sistema de
encapsulamento a base de esferas de alginato de so6dio contendo o antifiingico itraconazol,
visando a aplicagdo no tratamento da esporotricose em gatos domésticos. O produto final
consiste em uma forma farmacéutica gelatinosa, de facil aceitacdo pelos felinos, capaz de
mascarar o sabor amargo do farmaco e promover sua liberacdo controlada no trato
gastrointestinal. Espera-se que essa abordagem melhore significativamente a adesdo ao
tratamento, contribuindo para a eficacia terapéutica e a reducdo do risco de transmissao
zoonotica. Para isso, o trabalho contempla a preparacdo das formulagdes, a caracterizacao
fisico-quimica das esferas por meio de técnicas como espectroscopia no infravermelho (FTIR),
espectroscopia RAMAN e microscopia eletronica de varredura (MEV), além da avaliacdo da
morfologia, eficiéncia de encapsulamento e atividade antifingica in vitro frente a cepas de
Sporothrix.

A presente dissertacdo estd estruturada da seguinte forma: o capitulo 1 apresenta a
introdugdo, contextualizando o problema e justificando a relevancia do tema. O capitulo 2 traz
a revisdo bibliografica com os principais conceitos sobre a esporotricose, o itraconazol, o
alginato de s6dio e as técnicas de encapsulamento. O capitulo 3 apresenta a justificativa
detalhada da pesquisa. O capitulo 4 lista os objetivos geral e especificos. O capitulo 5 expde os
materiais e métodos utilizados para a producdo e caracterizagdo das esferas. O capitulo 6
apresenta e discute os resultados obtidos. Por fim, o capitulo 7 traz as conclusdes e, no capitulo

8, sdo sugeridas possiveis direcdes para estudos futuros.



CAPITULO 2

Resumo: Este capitulo apresenta a revisdo bibliografica sobre as principais infecgdes que
acometem felinos domésticos, com énfase nas micoses subcutineas, especialmente a
esporotricose, abordando seus agentes etioldgicos, formas de transmissdo e desafios
terapéuticos. S@o discutidas as propriedades farmacoldgicas do itraconazol, suas limitagdes
farmacotécnicas e as estratégias de encapsulamento desenvolvidas para melhorar sua
biodisponibilidade e aceitacdo oral. A seguir, explora-se o uso do alginato de sédio como
polimero encapsulante, destacando seus mecanismos de gelificagdo, comportamento
gastrointestinal e aplica¢do na formulacao de esferas macroscopicas. Por fim, sdo abordados os
6leos essenciais com agdo antifungica, com destaque para o hidrolato de Melaleuca alternifolia,
investigando seu potencial como coadjuvante na formulagdo. Esse embasamento teodrico
sustenta a proposta metodolégica desenvolvida nos capitulos seguintes.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Infeccoes em felinos

Os gatos domésticos estdo sujeitos a uma ampla variedade de infecgdes causadas por
diferentes agentes patogénicos, como virus, bactérias, fungos, protozoarios e vermes, que
podem afetar diversos 6rgdos e sistemas. Algumas dessas infec¢des sdo especificas dos felinos,
enquanto outras podem ser transmitidas por outros animais ou até mesmo por seres humanos
(GREENE, 2012). Entre as infecgdes virais de maior relevancia destaca-se o Virus da Leucemia
Felina (FeLV), um gammaretrovirus que provoca imunossupressdo, anemia, leucemia e
linfoma. Sua transmissdo ocorre principalmente por meio do contato intimo entre os animais,
como lambeduras, mordidas ou uso compartilhado de tigelas de alimento e agua
(HARTMANN, 2005). A infec¢do pode ser temporaria ou persistente, e esta tltima tende a
evoluir para quadros graves e fatais.

Outra infec¢do viral importante ¢ causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV),
um lentivirus que provoca imunodeficiéncia semelhante ao HIV humano. Transmitido
principalmente por mordidas profundas em confrontos entre machos, o FIV enfraquece o
sistema imune dos felinos, tornando-os suscetiveis a infecgdes secundarias e doengas
oportunistas. Gatos infectados podem permanecer assintomaticos por anos até manifestarem
sintomas de faléncia imunologica (HARTMANN, 2005).

Entre as infecgoes bacterianas, destaca-se a Doenca do Arranhao do Gato (DAG), causada
por Bartonella henselae. Essa bactéria ¢ transmitida aos seres humanos por arranhdes ou
mordidas de gatos infectados, embora os felinos geralmente permanecam assintomaticos
(OLIVEIRA et al., 2019). Outras bactérias patogénicas incluem a Chlamydophila felis,

causadora da clamidiose felina, que se manifesta como conjuntivite intensa e pode evoluir para



rinite ¢ pneumonia (GONSALES, 2008), e a Mycoplasma haemofelis, agente etiologico da
anemia infecciosa felina, caracterizada pela destrui¢do dos globulos vermelhos, febre e ictericia
(GREENE, 2012). Além disso, Pasteurella multocida, residente habitual na cavidade oral dos
gatos, pode causar abscessos dolorosos, que, se ndo tratados, evoluem para celulite ou
septicemia (GOLDSTEIN, 2010). Infec¢des urinarias por Escherichia coli também sio
observadas, sobretudo em casos de cistite, manifestando-se por distria, hematiria e, em
estagios avancados, insuficiéncia renal (GREENE, 2012).

As infecgdes causadas por protozodrios e hemoparasitas, muitas vezes transmitidas por
vetores como pulgas e carrapatos, incluem agentes como Babesia spp., Cytauxzoon spp.,
Hepatozoon spp., além de Mycoplasma spp., Ehrlichia spp. e Bartonella spp. (PEREIRA, 2018;
SHAW et al., 2001). Essas doengas podem comprometer severamente o estado clinico dos
felinos, levando a quadros de anemia, febre e letargia.

Entre as infecgdes fungicas, destaca-se a dermatofitose, causada por fungos dermatofitos
dos géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, que afetam pele, pelos e unhas. O
diagnostico ¢ confirmado por cultura micolodgica, e o tratamento envolve o uso de antifingicos
topicos e sistémicos (MACEDO; SILVA; CAMARGO JUNIOR, 2021). A criptococose, por sua
vez, ¢ uma micose sistémica causada por Cryptococcus neoformans, frequentemente associada
a fezes de pombos, que afeta o trato respiratorio e o sistema nervoso central dos felinos
(SABINA et al., 2012). Ja a aspergilose, provocada por Aspergillus fumigatus, acomete
preferencialmente gatos imunossuprimidos, resultando em rinite cronica e, em casos graves,
comprometimento neurologico (RIVIERE et al., 2011).

Outras micoses sistémicas incluem a histoplasmose, causada por Histoplasma
capsulatum, comum em solos ricos em matéria organica; a coccidioidomicose, provocada por
Coccidioides immitis e C. posadasii, mais comum em regides aridas; e a mucormicose, infec¢ao
rara, porém grave, causada por fungos da ordem Mucorales, especialmente em animais
imunocomprometidos (SIEGEL et al., 2010; SAUTER et al., 2004; FOSTER et al., 2004).

Dentre essas enfermidades, a esporotricose merece destaque especial por sua importancia
zoondtica e crescente incidéncia em areas urbanas no Brasil. Trata-se de uma micose subcutanea
causada por fungos do género Sporothrix, especialmente Sporothrix brasiliensis, que acomete
majoritariamente os felinos. A transmissdo ocorre por arranhaduras, mordidas ou contato direto
com secrecdes de lesdes contaminadas. As manifestacdes clinicas incluem lesdes ulcerativas e
disseminagdo para linfonodos regionais. Por sua facilidade de transmissdo a outros animais e
humanos, a esporotricose configura-se como um importante problema de satide publica

(SCHUBACH et al., 2004).



Nesse contexto, a compreensdo das particularidades das formas de encapsulamento torna-
se essencial, especialmente quando aplicada ao cendrio clinico-veterinario. A elevada
incidéncia da esporotricose, aliada a dificuldade de manejo clinico e a resisténcia dos felinos ao
tratamento oral, ressalta a necessidade de inovacdo terapéutica (SCHUBACH et al., 2004;
GREMIAO et al., 2017). As estratégias baseadas em liberagdo controlada de firmacos e no uso
de polimeros naturais, como o alginato de sddio, surgem como alternativas promissoras, sendo
o encapsulamento do itraconazol um dos focos deste estudo, conforme serd aprofundado nas

secdes seguintes.

2.2 Esporotricose

A esporotricose ¢ uma micose subcutanea de importancia crescente na medicina
veterindria e na satde publica, causada por fungos do género Sporothrix. Com distribuig¢do
geografica ampla, especialmente em regides tropicais e subtropicais, a doenca se manifesta com
maior frequéncia em gatos domésticos (Felis catus), que representam os principais hospedeiros
e vetores do agente etiologico no meio urbano.

Dentre as espécies de maior relevancia, destaca-se Sporothrix brasiliensis, reconhecida
por sua alta viruléncia e por estar associada aos surtos epidémicos registrados no Brasil (SILVA
et al., 2021; RODRIGUES et al, 2016). Essa espécie apresenta maior capacidade de
disseminacdo e transmissdo zoonotica, sendo considerada a mais agressiva dentre os membros
do complexo Sporothrix schenckii.

A infecgdo ocorre predominantemente por meio da inoculacao traumatica do fungo, seja
por arranhaduras, mordidas ou pelo contato direto com secregdes de lesdes ulceradas de animais
contaminados. Gatos infectados apresentam lesdes nodulares ulceradas e exsudativas,
principalmente na regido da cabeca, membros e cauda, podendo evoluir para formas
disseminadas com acometimento sistémico, febre, linfadenopatia e perda de peso
(SCHUBACH et al., 2004; BARROS et al., 2022). A elevada carga fingica eliminada pelas
secrecoes e pela saliva dos felinos infectados amplia significativamente o risco de transmissao,
inclusive para seres humanos, tornando a esporotricose uma zoonose de impacto crescente
(GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2008).

A expansdo urbana desordenada e a grande populacio de gatos errantes ou
semidomiciliados contribuem para a manutengdo e amplificagdo da cadeia de transmissdo.
Esses animais, devido a seus habitos territoriais e a frequéncia de brigas, ficam mais expostos
a infecg¢@o e atuam como importantes disseminadores do fungo. O cenario epidemioldgico da

esporotricose no Brasil reflete esse contexto: entre 1998 e 2001, mais de 1.500 casos foram



notificados pela Fundag¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz), e, entre 2015 e 2017, foram registrados
3.291 novos casos na regido metropolitana do Rio de Janeiro, evidenciando uma progressao
alarmante (BARROS et al., 2022; SCHUBACH et al., 2020; SILVA et al., 2021).

O diagnéstico clinico da esporotricose em felinos ¢ desafiador, pois suas manifestagdes
podem mimetizar outras enfermidades dermatologicas, como micobacterioses, criptococose,
abscessos bacterianos e neoplasias cutaneas. A confirmagdo laboratorial ¢ realizada
preferencialmente por cultura fungica, considerada padrdo-ouro, embora métodos como a
citologia e a histopatologia também sejam utilizados na rotina clinica (RODRIGUES et al.,
2016). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), apesar de oferecer alta sensibilidade e
especificidade, ainda ndo ¢ amplamente disponivel em laboratorios veterinarios de rotina.
Ademais, o manejo de gatos infectados impde desafios relacionados a biosseguranca, dada a
natureza zoonotica da enfermidade (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2008).

Diante desse cenario, a esporotricose felina exige ndo apenas estratégias terapéuticas
eficazes, mas também abordagens preventivas, como o controle populacional de felinos, o
isolamento de animais infectados e campanhas educativas. A complexidade do tratamento,
associada a baixa adesdo dos tutores e a resisténcia dos gatos a administra¢ao de medicamentos
orais, reforca a necessidade de alternativas farmacotécnicas inovadoras. Nesse contexto, o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada e o uso de polimeros biocompativesis,
como o alginato de sddio, surgem como solugdes promissoras para otimizar a eficacia do

tratamento e reduzir o risco de transmissao zoonotica.

2.2.1 Medicamentos convencionais para esporotricose

O tratamento da esporotricose em felinos representa um desafio constante na pratica
clinica veterinaria, exigindo protocolos terapéuticos prolongados e que, muitas vezes,
enfrentam baixa adesdo por parte dos tutores devido a dificuldade de administragdo e aos efeitos
colaterais. Dentre os antifungicos disponiveis, o itraconazol destaca-se como a droga de escolha
tanto para felinos quanto para humanos, por apresentar maior eficacia clinica e menor
toxicidade em comparacdo com outros agentes antiflingicos, como a anfotericina B ou o iodeto
de potassio (BARROS et al., 2022; SCHUBACH et al., 2006).

O itraconazol ¢ um antifingico triazolico que atua inibindo a sintese de ergosterol,
componente essencial da membrana celular dos fungos. Seu uso prolongado ¢ frequentemente
necessario para alcangar a remissao clinica da doenca, especialmente nas formas disseminadas.

No entanto, seu uso em gatos ¢ limitado por diversas razdes, como o sabor amargo, que



compromete a aceitagdo oral, e sua baixa solubilidade em 4gua, o que reduz a biodisponibilidade
ap6s administracdo por via oral (PEREIRA ef al, 2020). Além disso, efeitos adversos
gastrointestinais, como anorexia e vomito, sdo comuns, o que pode comprometer ainda mais a
continuidade do tratamento.

A forma comercial do itraconazol disponivel no mercado veterinario ¢ geralmente
administrada em cépsulas ou solugdes orais, muitas vezes formuladas para humanos. Essa
adaptacao, contudo, nem sempre atende as necessidades especificas dos felinos, que apresentam
comportamentos alimentares seletivos e aversdo a sabores intensos e amargos, dificultando a
administracdo diaria do medicamento (GREMIAO et al., 2017). Como consequéncia, ha maior
risco de abandono terapéutico, subdosagem e desenvolvimento de resisténcia fungica.

Diante dessas limitagdes, novas estratégias vém sendo propostas para melhorar a
eficdcia terapéutica e a aceitacdo do tratamento, incluindo modificagdes farmacotécnicas na
formulagdo do itraconazol. A encapsulacdo do fArmaco em matrizes poliméricas, por exemplo,
tem se mostrado uma alternativa vidvel para contornar esses obstaculos. Tais abordagens visam
ndo apenas melhorar a palatabilidade e a aceitagdo oral, mas também modular a libera¢do do
principio ativo, aumentando sua biodisponibilidade e reduzindo a frequéncia de administragao
(MORALIS et al., 2016; JAIN, 2000).

Nesse contexto, técnicas como a nanoencapsulacdo e a formacao de microesferas com
polimeros naturais passaram a ser investigadas como alternativas promissoras para a entrega
eficiente do itraconazol. A seguir, serd abordada a nanoencapsulagdo como uma dessas
estratégias inovadoras, explorando seu potencial em superar os desafios impostos pela forma

convencional de administragao do farmaco.

2.2.2 Nanoencapsulacio de itraconazol
A nanoencapsulagdo do itraconazol tem sido explorada como uma alternativa
promissora para melhorar sua solubilidade e eficacia terapéutica. Diversos estudos avaliaram
diferentes métodos de nanoencapsulagdo, incluindo o uso de polimeros biodegradaveis,
emulsdes e sistemas microfluidicos para a producdo de nanoparticulas mais homogéneas e
eficientes.
Nanoparticulas Biodegraddveis de PLGA Contendo Itraconazol para o Tratamento da
Paracoccidioidomicose: AZEVEDO (2011) desenvolveu nanoparticulas biodegradaveis de
PLGA contendo itraconazol, recobertas com DMSA, com o objetivo de melhorar a solubilidade

e a liberacdo controlada do farmaco. O estudo demonstrou que a nanoencapsulacdo otimiza a



distribuigdo e a eficacia terapéutica do itraconazol no organismo, possibilitando um controle
mais eficiente da infeccdo. Embora esse estudo tenha sido voltado para o tratamento da
paracoccidioidomicose, ele reforca a viabilidade da encapsulagdo do itraconazol como
estratégia para otimizar sua administragao.

e Desenvolvimento e Caracterizagdo de Nanoparticulas Poliméricas Contendo
Itraconazol: LUCENA (2014) investigou a preparacdo de nanocéapsulas e nanoesferas
poliméricas contendo itraconazol, avaliando parametros como eficiéncia de
encapsulacdo, tamanho de particula e liberacdo do farmaco. Os resultados indicaram
que as nanoparticulas podem ser promissoras para a administracdo controlada do
itraconazol, favorecendo a sua biodisponibilidade.

e Nanoparticulas de Itraconazol Usando Microreatores: KIM et al. (2020) investigaram a
nanoencapsulacao do itraconazol utilizando tecnologia microfluidica para preparar as
nanoparticulas via precipitacdo anti-solvente (em um microreator continuo por
gotejamento). Essa abordagem permitiu a formagdo de particulas com didmetro
uniforme e alta eficiéncia de encapsulagdo, promovendo maior estabilidade da
formulagdo e melhor dissolugdo do farmaco, caracteristicas essenciais para o
desenvolvimento de terapias antifingicas mais eficazes.

Esses estudos demonstram que a nanoencapsulacao do itraconazol tem sido amplamente
investigada como uma estratégia para otimizar sua solubilidade, biodisponibilidade e eficacia
terapéutica, representando um avango significativo para o tratamento de infec¢des fingicas.
Entretanto, tais abordagens estdo restritas a escala nanométrica, diferindo do presente estudo,
que propde a encapsulagdo macroscopica do itraconazol em esferas de alginato de sodio,

visando suprimir seu sabor amargo e facilitar a administragdo oral em felinos.

2.3.3 Comparacio morfologica e dimensional dos sistemas encapsulantes

No contexto das doencas infecciosas que acometem os felinos domésticos,
particularmente aquelas de dificil tratamento, como a esporotricose, o desenvolvimento de
novas formas de administragdo de fairmacos tornou-se uma necessidade emergente. Dentro
desse cenario, os sistemas de liberag@o controlada ganham destaque por oferecerem alternativas
capazes de melhorar a eficicia terapéutica e a adesdo ao tratamento. A classificacdo das
particulas utilizadas em sistemas de liberagcdo controlada baseia-se principalmente em dois
critérios: o tamanho da particula e a organizacdo interna dos materiais encapsulados. Com o

avango das tecnologias de encapsulamento, tornou-se possivel desenvolver estruturas em



diferentes escalas — nano, micro e macro — cada uma com aplicagdes, vantagens e limitagdes
especificas.

As nanoesferas e nanocapsulas sdo estruturas com dimensdes na faixa de 1 a 1000
nanOmetros, ndo visiveis a olho nu. As nanoesferas apresentam uma estrutura homogénea e
monolitica, com o farmaco disperso uniformemente em sua matriz. Ja as nanocapsulas possuem
uma estrutura do tipo reservatorio, com o farmaco confinado em um nucleo envolto por uma
membrana polimérica. Essas formas sdo amplamente utilizadas em formulagdes com
necessidade de liberagdo dirigida, aumento de biodisponibilidade e penetracdo em barreiras
bioldgicas (MORALIS et al., 2016; JAIN, 2000).

No nivel micrométrico, as microesferas e microcapsulas seguem o mesmo principio
estrutural das nanoestruturas, mas em escala maior, variando de 1 a 1000 micrometros. As
microesferas mantém a configurag@o sélida e homogénea, com o ativo disperso em sua matriz
polimérica, enquanto as microcapsulas preservam a separacdo entre nicleo e revestimento.
Ambas as estruturas tém ampla aplicacdo na industria farmacéutica, alimenticia e cosmética,
com destaque para sua capacidade de mascarar sabores, proteger ativos e promover liberagao
gradual.

Por fim, quando as particulas ultrapassam o limite de 1 mm de didmetro, entram na
categoria de esferas macroscopicas, que podem chegar a varios milimetros. Embora
compartilhem caracteristicas estruturais com as microesferas (principalmente a dispersao
homogénea do farmaco), seu tamanho maior as torna visiveis a olho nu e influencia diretamente
fatores como velocidade de liberacdo, manipulacdo, aceitabilidade oral e até mesmo adesdo a

terapéutica em aplicacdes veterinarias ou pediatricas (GHOSH, 2006). Confira a tabela 1.

Tabela 1- Estruturas Encapsulantes por Escala e Morfologia

Estruturas Encapsulantes por Escala e Morfologia

Tipo Faixa de Faixa  Visivel Estrutura Distribuicao Aplicacoes
tamanho emmm aolho interna do principais
nu Farmaco
Nano 1 0,0001 Nao Nicleo + Confinado  Nanomedicina,
capsula a a 0,001 parede em nucleo liberagao
1000 nm mm polimérica dirigida
Nano 1 0,0001 Nao  Monolitica  Disperso na Féarmacos
esfera a a 0,001 matriz lipossoluveis,
1000 nm mm cosméticos
Micro 1 0,00l a Nao Nucleo + Confinado Protegao de
capsula a I mm parede em nucleo ativos,
1000 um polimérica liberacao

controlada
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Micro 1 0,00l a Nao  Monolitica Disperso na Liberacao
esfera a I mm matriz prolongada,
1000 pm alimentos
funcionais
Esfera  >1000  >1mm Sim  Monolitica  Disperso na Farmacos
macros pm (ex:3a ou matriz ou orais,
copica (1mm) 5 mm) reservatéorio  em nucleo veterinarios,
cosméticos
manipuléveis

Fonte: Adaptado de GHOSH et al. (2006); MORALIS et al. (2016); JAIN et al. (2000).

Embora a nanoencapsulag@o apresente vantagens em termos de estabilidade e controle de
liberacdo, sua aplicagdo pratica na rotina clinica veterindria ainda enfrenta limita¢des. O custo
elevado, a necessidade de tecnologias sofisticadas para producdo e a auséncia de formulagdes
comerciais adaptadas a espécie felina dificultam a ado¢do dessa abordagem em larga escala
(MORALIS et al., 2016; JAIN et al., 2000). Diante dessa realidade, o desenvolvimento de
sistemas encapsulantes mais simples, eficazes e economicamente vidveis torna-se essencial.
Nesse contexto, as esferas macroscopicas surgem como uma alternativa promissora para a
administracdo de itraconazol em felinos.

Produzidas por meio de técnicas acessiveis, como a extrusdo em solugdo de alginato de
sodio reticulado com cloreto de célcio, essas estruturas oferecem vantagens importantes: sao
visiveis e manipuldveis, facilitando o fracionamento, a individualizagdo da dose e a
administracdo direta ao animal. Além disso, por serem monoliticas, permitem a incorporagao
homogénea do farmaco em sua matriz, favorecendo uma liberagdo progressiva no trato
gastrointestinal, mesmo diante das particularidades fisioldgicas dos felinos. A simplicidade do
processo de fabricacado, a possibilidade de saborizacdo da matriz e a estabilidade das esferas em
condi¢des fisioldgicas reforcam o potencial dessa abordagem no tratamento da esporotricose.
Trata-se, portanto, de uma proposta alinhada as necessidades da clinica veterinaria, que visa
contornar os entraves impostos pelas formas farmacéuticas convencionais e ampliar o acesso
ao tratamento com itraconazol de forma segura, eficaz e adaptada a realidade dos gatos

domésticos (GHOSH et al., 2006).

2.3 Itraconazol

O itraconazol ¢ um antifungico pertencente a classe dos triazois, amplamente utilizado
no tratamento de infecg¢des fungicas sistémicas, incluindo a esporotricose. Seu mecanismo de
acdo baseia-se na inibicdo da enzima 14-a-desmetilase, responsavel pela conversio do

lanosterol em ergosterol, um componente essencial da membrana celular dos fungos. Essa
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interferéncia compromete a integridade da membrana fungica, levando a morte celular
(PEREIRA et al., 2020).

Segundo a Classificagdo Biofarmacéutica (Biopharmaceutics Classification System —
BCS), o itraconazol ¢ um farmaco pertencente a Classe II, caracterizando-se por baixa
solubilidade em agua e alta permeabilidade intestinal, o que representa um desafio para a
formulacdo de medicamentos orais eficazes (BENET et al., 2008). Essa limitacdo justifica a
adocdo de tecnologias que favoregam a solubilizacdo do farmaco, como a encapsulagdo em
matrizes poliméricas. Do ponto de vista quimico, o itraconazol possui uma estrutura composta
por um anel triazolico e cadeias laterais lipofilicas e aromadticas, conferindo-lhe carater
altamente hidrofébico e interferindo diretamente em sua biodisponibilidade (PEREIRA et al.,

2020). Veja a figura 1, a seguir:

Figura 1 — Estrutura quimica do Itraconazol.

? .
B aasesetercll

Apesar de sua eficidcia comprovada, no tratamento de infecgdes fingicas, a utilizagdo

Fonte: Adaptado de PUBCHEM (2024).

do itraconazol em felinos apresenta limitagdes importantes. Sua baixa solubilidade em agua
afeta diretamente a biodisponibilidade apds a administracdo oral, exigindo formulagdes que
favoregam a absorcao gastrointestinal. Além disso, a forma comercial do farmaco, geralmente
disponibilizada em capsulas desenvolvidas para humanos, ndo ¢ adequada ao paladar e as
caracteristicas fisiologicas dos gatos, dificultando a adesdo ao tratamento (GREMIAO et al.,
2017).

A aceitacdo oral do itraconazol por parte dos felinos ¢ frequentemente baixa, devido ao
seu sabor amargo e a apresenta¢do farmacéutica pouco atrativa. Como resultado, os tutores
enfrentam dificuldades na administracdo regular do medicamento, o que compromete a eficacia
terapéutica e pode levar ao abandono do tratamento. Para contornar esses entraves, alternativas
tecnologicas vém sendo exploradas com o objetivo de melhorar a palatabilidade, a liberagdo

controlada e a absorc¢ao do farmaco (BARROS et al., 2022; SCHUBACH et al., 2006).
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Nesse contexto, a presente pesquisa direciona-se a formulagao de esferas macroscopicas
encapsulantes, desenvolvidas com alginato de sodio e reticuladas com cloreto de calcio, como
estratégia para promover a liberagdo controlada do itraconazol. Ao contrario da abordagem por
nanoencapsulacao, esta proposta visa facilitar a administragdo em felinos por meio de unidades
visiveis, manipulaveis e potencialmente mais palativeis. No decorrer deste texto, serad
apresentada mais fundamentagdes técnico-cientifica sobre as possibilidades e caracteristicas da
encapsulacdo do itraconazol, com foco nas esferas macroscopicas como alternativa promissora
ao modelo convencional.

Para entender como o ITZ atua na célula fingica, analisemos a figura 2 a seguir, da qual
ilustra o mecanismo de a¢do do itraconazol, evidenciando sua atuac¢do sobre a enzima C14-a
desmetilase, essencial na biossintese do ergosterol — um componente estrutural da membrana
fungica. A inibi¢do dessa via compromete a integridade celular dos fungos, levando a sua
eliminacdo. Além de apresentar ampla eficacia terapéutica e perfil de seguranca favoravel, o
itraconazol destaca-se como uma das principais opgdes no tratamento de infecgdes fingicas em
felinos. Contudo, sua administragdo enfrenta entraves significativos, como o sabor amargo ¢ a
dificuldade de fracionamento das doses, o que compromete a adesdo dos gatos ao tratamento.
Nesse cendrio, estratégias como a encapsulacdo macroscopica tornam-se alternativas viaveis

para otimizar a palatabilidade e a eficacia do farmaco.

Figura 2 — Representa¢do esquemadtica do mecanismo de agdo do itraconazol sobre a célula fungica.

TN “‘,1— Anel Triazblico

Membrana plasmatica
Poliénicos
Azdis

Equinocandinas

Fonte: Adaptado de e-aulas.usp.br/ Infectologista D Kelly Freitas, com base em SCHELOTTO ef al. (2015);
MARTINS et al. (2007); PERLIN et al. (2017).
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2.3.1 Uso do Itraconazol Comercial

A escolha pelo uso do itraconazol (ITZ) comercial na forma de pellets, especificamente
o produto do laboratorio Geolab (100 mg por capsula), fundamenta-se na necessidade de
contornar a baixa solubilidade do firmaco em 4gua e na viabilidade do processo de
encapsulagdo. A formulagdo em pellets confere ao farmaco uma dissolucdo retardada,
favorecendo a liberacdo controlada do ITZ e aumentando sua biodisponibilidade, o que ¢
essencial para a eficdcia terapéutica (GEOLAB, 2024).

Os pellets foram macerados antes do processo de encapsulacdo para facilitar sua
incorporacdo a solugdo de alginato e garantir uma distribuicdo mais homogénea do ITZ na
matriz polimérica. Esse procedimento também favorece a dissolu¢do do fdrmaco no meio acido
do estdmago, garantindo que o ITZ esteja adequadamente disponivel para absor¢ao no intestino.
A formulacdo comercial do ITZ contém excipientes especificos, como sacarose, hipromelose e
copolimero de metacrilico e metacrilato basico butilado, que auxiliam na dispersao do farmaco
e melhoram sua solubilidade no sistema digestorio, permitindo sua eficiente incorpora¢do ao
alginato (GEOLAB, 2024).

Na pratica clinica veterindria, ¢ comum a utilizagdo do itraconazol de uso humano
(forma comercial) em substitui¢do as formulagdes especificas para uso veterinario. Essa escolha
decorre, sobretudo, de fatores economicos e de acessibilidade. O itraconazol veterinario,
embora formulado com concentracdes e veiculos mais adequados a espécie felina, possui custo
elevado e distribui¢do limitada no comércio, o que restringe seu acesso por parte dos tutores e
clinicas de pequeno porte (BARROS et al, 2022). Além da questdo financeira, a
indisponibilidade do produto em determinadas regides do pais contribui para que os médicos-
veterindrios prescrevam o itraconazol de uso humano como alternativa vidvel. Essa conduta,
embora ndo ideal do ponto de vista farmacotécnico, ¢ amplamente aceita e, na maioria dos
casos, adaptada a rotina clinica com ajustes posologicos e estratégias para melhorar a adesao
do animal ao tratamento (SCHUBACH et al., 2006).

No entanto, o uso do itraconazol comercial implica desafios adicionais, como a
necessidade de fracionamento das capsulas, a manipulacdo do conteudo para diluicdo em
veiculos liquidos e a dificuldade de mascarar o sabor amargo do farmaco, aspectos que
comprometem a adesdo dos felinos ao tratamento (GREMIAO et al., 2017). Embora muitas
vezes a melhoria da biodisponibilidade do ITZ por meio de sistemas nanoestruturados seja o
mais vidvel, este trabalho visa solucionar um problema pratico: a baixa aceitabilidade do

itraconazol pelos felinos devido ao seu sabor amargo.
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Dessa forma, a proposta da encapsulacio em esferas de alginato representa uma
inovacdo para a administragdo do antifingico em gatos, potencialmente melhorando a adesdo

ao tratamento e reduzindo a rejeicdo do medicamento.

2.4 Alginato de sodio

O alginato de so6dio ¢ um biopolimero natural amplamente empregado em diversas
industrias devido as suas propriedades tnicas. Esse polissacarideo ¢ extraido principalmente de
algas marinhas marrons, como Laminaria digitata, Macrocystis pyrifera, Ascophyllum
nodosum e Sargassum muticum, que crescem em regides costeiras de clima temperado e frio,
abrangendo as costas do Atlantico Norte e do Pacifico. Seu processo de obtencdo envolve
colheita e maceracdo das algas, seguida da conversao do alginato em 4cido alginico insoluvel
por meio de acidificacdo. Posteriormente, a neutralizacdo com hidréxido de sédio (NaOH)
converte o acido alginico em alginato de sodio soluvel (DRAGET et al., 2005).

Quimicamente, trata-se de um copolimero linear composto por unidades monoméricas
de 4cidos urdnicos, especificamente acido B-D-manuronico (M) e acido a-L-gulurénico (G).
Esses mondmeros organizam-se em blocos homopoliméricos (MM e GG) e heteropoliméricos
(MQ), cuja propor¢ao influencia diretamente as propriedades fisicas e quimicas do alginato,
figura 3. Enquanto uma maior concentragdo de blocos G resulta em géis mais rigidos e
resistentes na presenca de ions divalentes, como o calcio (Ca?*), os blocos M conferem maior
flexibilidade e elasticidade ao gel (SMIDSROD & SKJAK-BRAEK, 1990). Dois diferentes
tipos de gel de alginato podem ser formados a partir do alginato, o gel i6nico e o gel acido. Cada
um destes géis tem diferentes caracteristicas e especificidades (DE CELIS ALONSO et al.,
2010).



Figura 3— Organizagdo dos monomeros dcido f-D-manurénico (M) e dacido o-L-gulurénico (G) em
blocos heteropoliméricos (MG), formando o alginato de sodio.
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Fonte: Adaptado de SARMIENTO HUERTAS; SUAREZ ARNEDO (2021).

2.4.1 Gelificagdo Ionica do Alginato

Uma das propriedades mais notdveis do alginato de sodio ¢ sua capacidade de formar
géis termo-irreversiveis por meio da interagdo com ions divalentes, como Ca?*, Ba** e Cu**, em
um processo denominado gelificacdo i0nica. Nesse mecanismo, os ions metalicos ligam-se aos
grupos carboxilato dos monoémeros do alginato, promovendo ligagdes cruzadas entre as cadeias
poliméricas. O 4cido a-L-gulurdnico (G) desempenha um papel essencial nesse processo devido
a sua estrutura rigida e ordenada, permitindo um empacotamento eficiente das cadeias
poliméricas. Como resultado, forma-se a estrutura tridimensional "egg-box", figura 4, na qual

os ions metalicos atuam como pontes entre as cadeias, conferindo estabilidade ao gel

(DRAGET; SKJAK-BRAEK; STOKKE, 2006).
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A eficiéncia desse processo depende de fatores como: concentracdo do alginato; tipo e
quantidade de ions metalicos; propor¢ao entre os mondmeros G e M; tempo de contato entre o
alginato e os ions metalicos. Alginatos com maior propor¢ao de blocos G formam géis mais
rigidos e resistentes, enquanto os com predominio de blocos M tendem a ser mais flexiveis e

menos estruturados (DRAGET et al., 1996; ATKINS et al., 1971).

Figura 4 — Estrutura tridimensional “egg-box” do alginato de sodio na presenca do ion divalente calcio (Ca*).

Fonte: Adaptado de (SELIMOGLU; ELIBOL, 2009).

Outro fator critico para a formagao do gel i6nico ¢ o estado de ionizacdo dos grupos
carboxilato do alginato. Para que ocorra a reticulagdo idnica, esses grupos devem estar
desprotonados, o que acontece em pH acima de 3,5, figura 5. Em pH mais baixo, os grupos
carboxilato tornam-se protonados, formando acido alginico, o que impede a formagdo do gel
i6nico. Dessa forma, o controle do pH da solucdo ¢ essencial para garantir a eficiéncia do

processo (DRAGET et al., 1996; ATKINS et al., 1973).
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Figura 5 — Representacdo da formagdo de gel de alginato com ions Ca*".
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Fonte: Adaptada de (Erdal et al., 2019).

2.4.2 Gel Acido de Alginato

Diferentemente da gelificagdo i6nica, que depende da presenca de ions divalentes, o gel
acido de alginato se forma pela reducao do pH da solu¢do. Em meio acido (pH < 3,5), os grupos
carboxilato tornam-se protonados, reduzindo a repulsdo eletrostatica entre as cadeias
poliméricas e favorecendo a formagao de ligagdes de hidrogénio intermoleculares (ATKINS et
al., 1971; ATKINS et al., 1973).

Essa organizacdo molecular ocorre por meio de arranjos antiparalelos das cadeias
poliméricas, estabilizados pelas ligagdes de hidrogénio. Diferente da estrutura "egg-box" do gel
i6nico, o gel 4cido ndo possui pontes idnicas entre os polimeros, apenas interagdes
intermoleculares (ATKINS et al., 1973).

A predominancia dos blocos M confere maior flexibilidade e deformabilidade, tornando
esse tipo de gel adequado para aplicagdes biomédicas, como engenharia de tecidos e liberacao
controlada de farmacos (DRAGET et al., 1996). Entretanto, devido a auséncia de reticulacao
i0nica, o gel acido ¢ menos resistente mecanicamente e mais suscetivel a degradacao (ATKINS
et al., 1973; DRAGET et al., 1996).

2.4.3 Reticulacio e Formacio de Esferas de Alginato
A reticulagdo do alginato de sddio € essencial para a formacao de esferas, pois garante

estabilidade estrutural durante a encapsulagao. Quando dissolvido em meio bésico, seus grupos
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carboxilato ionizam-se, tornando-o homogéneo. A introducdo de ions divalentes, como Ca*,
promove a reticulacdo, resultando na formacgao de esferas rigidas e bem estruturadas (ATKINS
et al., 1973).

Esse método permite que as esferas de alginato encapsulem farmacos, células ou
bioativos, protegendo-os de condigdes adversas e promovendo uma liberacdo controlada
(SMIDSROD & SKJAK-BRAEK, 1990). O uso de meio bésico na dissolucao do alginato ¢é
crucial para manter a ionizagao dos grupos carboxilato, garantindo uma reticulagao eficiente e
a formacdo de géis estdveis, o que justifica a preferéncia desse método em aplicagcdes
biomédicas e farmacéuticas.

A encapsulagdo de itraconazol em esferas de alginato aparenta ser uma estratégia
promissora a ser investigada para melhorar sua solubilidade e proporcionar liberacao
controlada, visto que esse antiflingico apresenta baixa solubilidade em agua. As esferas de
alginato sdo amplamente utilizadas para liberacdo prolongada de farmacos, o que pode ser
vantajoso para o tratamento de infecgdes fingicas cronicas. No entanto, ndo foram encontrados
estudos especificos que comprovem a aplicagdo dessa técnica para o itraconazol.

A técnica de encapsulagdo utilizando alginato de s6dio tem sido aplicada com sucesso
na liberagcdo controlada de outros farmacos hidrofébicos. Paula et al. (2010) investigaram a
encapsulacdo de oleo essencial de Crofon zehntneri em esferas de alginato reticuladas com
calcio e revestidas com goma do cajueiro, observando uma liberagao prolongada do composto
encapsulado, o que sugere que essa abordagem pode ser viavel para outras substancias com
caracteristicas semelhantes, incluindo o itraconazol. Li ef al. (2022) analisaram a liberagdo
controlada de agentes bioativos em matrizes poliméricas baseadas em alginato.

O estudo realizado por Couto et al. (2020) avaliou a encapsulacdo do farmaco
coagulante acido 1,4 trans-aminoexamico em alginato de sddio e dgar-agar, demonstrando que
a liberacao do farmaco encapsulado seguiu um modelo de primeira ordem, no qual a taxa de
liberacdo ¢ proporcional a quantidade remanescente na matriz polimérica. No entanto, esse
estudo ndo se aplica ao itraconazol, e ndo hé evidéncias diretas que comprovem que a liberagao
desse antifungico seguiria o mesmo comportamento quando encapsulado em esferas de alginato.

Portanto, apesar da auséncia de estudos especificos sobre a encapsulacao do itraconazol
em esferas de alginato, a encapsulagdo de compostos hidrofobicos sugere que essa tecnologia ¢
eficaz e pode ser uma estratégia promissora para esse antifingico. No entanto, sdo necessarios
mais estudos para validar essa aplicagdo especifica e compreender melhor o perfil de liberagao

do itraconazol encapsulado.
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2.4.4 Encapsulacio de farmacos com alginato

Os sistemas de liberacdo controlada baseados em alginato frequentemente apresentam
porosidade interconectada, que desempenha um papel crucial na difusdo do firmaco através da
matriz polimérica. Essa porosidade pode ser modulada por fatores como método de secagem,
grau de reticulacdo e interagdes entre o polimero e o farmaco encapsulado (LEE; MOONEY,
2012). Estudos demonstram que farmacos hidrofébicos, como o itraconazol, podem influenciar
a formagao de porosidade devido a separacao de fases durante o processo de secagem, criando
canais internos que favorecem a liberag¢ao controlada do farmaco (MAKKAR et al., 2021).

A utilizacdo de sistemas poliméricos a base de alginato para a administracdo de
antifingicos tem sido explorada como uma alternativa promissora para aumentar a eficacia
terapéutica e reduzir efeitos adversos. Spadari, Lopes e Ishida (2017) destacam que a aplicagdo
de alginato como veiculo de liberagdo controlada pode melhorar a biodisponibilidade de
antifingicos, reduzir a toxicidade e modular a cinética de liberagdo dos farmacos. Além disso,
esses sistemas demonstram sucesso na protecdo do fiarmaco contra degradagdo e no
direcionamento seletivo ao local da infeccao (SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017).

O processo de secagem das esferas de alginato pode levar ao colapso da porosidade em
escalas micrométricas, dificultando sua observagdo em ampliagdes convencionais. No entanto,
sistemas poliméricos frequentemente apresentam porosidade nanométrica, a qual pode ser
identificada por técnicas complementares, como microscopia eletronica de transmissdo (TEM)
ou adsorcdo de nitrogénio (BET) (ALONSO-SANZ et al., 2024).

A encapsulagdo do itraconazol pode afetar significativamente a morfologia do alginato,
promovendo alteragdes na porosidade e estrutura superficial. Como o itraconazol ¢ hidrofobico,
sua intera¢do com a matriz polimérica pode resultar na formacdo de dominios ricos em farmaco,
que atuam como regides de separagdo de fases, gerando porosidade interconectada e

potencializando a difusdo do fArmaco no meio de dissolu¢do (SANTOS et al., 2012).

2.4.5 Digestao e Libera¢ao Controlada do Alginato no Trato Gastrointestinal

A digestdo de esferas de alginato reticuladas com calcio no trato gastrointestinal de
felinos envolve processos interligados, como intumescimento, troca idnica, erosdo e difusdo
controlada do conteudo encapsulado. A formulagdo dessas esferas tem como objetivo modular
a liberagdo do itraconazol (ITZ), garantindo que o composto seja liberado de forma controlada
ao longo do trato digestivo, melhorando sua biodisponibilidade e facilitando sua administragdo

oral. O comportamento dessas esferas no trato digestivo ¢ influenciado pela composi¢ao da
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matriz polimérica, pH do meio e interagdes i0nicas, fatores que afetam diretamente a taxa de
degradacio do gel e a cinética de liberagdo do farmaco (AGUERO et al., 2017; L1 et al., 2022).
O alginato ¢ um polimero sensivel ao pH, ou seja, sua estrutura sofre modificagdes
conformacionais em resposta as variagdes do meio digestivo, figura 6. Esse comportamento
ocorre devido a presenga de grupos carboxilato (-COO~) em sua cadeia polimérica, que podem
ser protonados ou desprotonados dependendo do pH, alterando suas propriedades fisico-
quimicas. Em pH écido (< 3,5), como o do estomago felino (= 2,5-3,5), os grupos carboxilato
permanecem protonados (-COOH), o que mantém a estrutura da esfera de alginato mais
compacta e insoluvel. Isso reduz a difusdo do farmaco, prevenindo sua liberagdo prematura e
favorecendo sua protegdo contra a degradagao gastrica. Ja no intestino delgado felino, onde o
pH ¢ mais elevado (= 5-7), ocorre a desprotonagdo dos grupos carboxilato (-COO"),
aumentando a solubilidade do gel e tornando a matriz mais porosa, permitindo a liberagao

gradual do ITZ (AGUERO et al., 2017).

Figura 6 - Representagdo esquemdatica da influéncia do pH na estrutura do alginato e na liberagdo do farmaco
encapsulado.
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Fonte: Adaptado de CACURO; WALDMAN (2018).

Outro fator determinante para a digestdo das esferas de alginato no intestino ¢ a troca
i0nica entre os ions calcio (Ca*) e os ions sodio (Na*). No meio intestinal, hd uma alta
concentracdo de Na*, devido a absorc¢do ativa de sodio pelo epitélio intestinal e a secregdo de
fluidos digestivos. Esse gradiente de ions promove a substituicdo dos ions calcio na matriz do

alginato por ions monovalentes, resultando em reducdo da reticulagdo e maior fragilidade
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estrutural do gel. Como consequéncia, ocorre um aumento na permeabilidade da matriz e na
erosdo progressiva da rede polimérica, acelerando a liberagao do ITZ (LI et al., 2022).

A estrutura inicial da matriz de alginato também afeta diretamente o perfil de liberacao
do farmaco. Esferas mais densamente reticuladas, com maior teor de Ca**, apresentam maior
resisténcia mecanica e menor taxa de difusdo, o que pode ser vantajoso para formulagdes que
visam uma liberagdo prolongada. Em contrapartida, esferas menos reticuladas degradam-se
mais rapidamente, favorecendo a liberagdo precoce do farmaco no trato digestivo. Além disso,
a bioadesividade do alginato pode favorecer interagdes com a mucosa intestinal, especialmente
no ileo e no colon, prolongando a retengdo da esfera no trato gastrointestinal e influenciando na
absor¢ao do ITZ (LI et al., 2022).

A liberagdo do Itraconazol encapsulado em esferas de alginato ocorre
predominantemente por difusdo controlada e erosdo da matriz polimérica, processos descritos
pelo modelo Fickiano. Esse modelo prevé que a taxa de difusdo do farmaco ¢ influenciada pela
estrutura da matriz polimérica, pelo gradiente de concentra¢do entre o interior da esfera e o
meio externo e pela densidade da reticulagdo da rede de alginato. Durante a digestdo, a
penetragdo de fluidos intestinais e a troca i0nica entre Ca** e Na" aumentam a permeabilidade
do gel, favorecendo sua degradagdo e acelerando a liberagdo do farmaco. O aumento do pH
intestinal também contribui para a desestabilizacao da matriz, pois a solubilidade do alginato se
eleva em pH mais alto, tornando a estrutura mais porosa e facilitando a difusdo do Itraconazol.
Estratégias tecnologicas, como a modula¢do da reticulagdo da matriz, o uso de aerogéis e
revestimentos poliméricos, podem ser aplicadas para otimizar a estabilidade estrutural do
alginato e controlar a taxa de liberacdo do farmaco, garantindo uma administragdo eficaz para

felinos com esporotricose (LI et al., 2022).

2.5 Oleos essenciais com acdo antifiingica

Os Oleos essenciais sdo reconhecidos por suas propriedades antifungicas, atribuidas a
uma complexa mistura de compostos volateis, como terpenos, alcoois, cetonas e acidos
fenolicos. Esses compostos bioativos podem interferir na estrutura e fungdo da membrana
celular dos fungos, resultando na inibi¢do do crescimento e na morte dos microrganismos. Por
exemplo, o 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) destaca-se devido a presenga
de terpinen-4-ol, um monoterpeno com forte acdo antifungica que desestabiliza a membrana
fungica e interfere na sintese de ergosterol, um componente essencial para a integridade celular

dos fungos (HAMMER et al., 2003).
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Além do o6leo de melaleuca, outros Oleos essenciais, como o de cravo (Syzygium
aromaticum) e orégano (Origanum vulgare), também apresentam potente atividade antifungica.
O oleo de cravo ¢ rico em eugenol, que inibe a sintese de ergosterol, enquanto o carvacrol,
presente no 6leo de orégano, promove a desestabilizagdo da membrana celular fingica (PAVIA
et al., 2014). Esses compostos tém demonstrado eficacia contra diferentes patégenos flingicos,
incluindo Candida spp., Aspergillus spp. e Sporothrix schenckii (BASSOLE & JULIANI,
2012).

A sinergia entre 6leos essenciais e antifingicos convencionais tem sido investigada
como uma estratégia promissora para o tratamento de infecgdes fungicas. Estudos demonstram
que a combinagdo de 6leo essencial de melaleuca com itraconazol pode potencializar a agao
antifungica, reduzindo a concentragdo inibitoria minima (CIM) do farmaco e,
consequentemente, permitindo o uso de doses menores, minimizando efeitos colaterais
(PAVELA & BENELLI, 2017). Efeitos sinérgicos semelhantes foram observados com 6leos
essenciais de cravo e orégano, que aumentam a permeabilidade da membrana celular dos fungos
e facilitam a penetragdo do antiflingico (SOUZA et al., 2021).

Outro o6leo essencial com atividade antifingica relevante ¢ o de tomilho (7Thymus
vulgaris), que contém timol e carvacrol, compostos fenolicos que promovem a destrui¢do da
membrana celular fingica e a inibicdo de enzimas essenciais para a sobrevivéncia do
microrganismo. Estudos indicam que o 6leo de tomilho apresenta atividade significativa contra
Candida albicans, Aspergillus fumigatus e dermatofitos, com CIMs variando de 0,03% a 0,5%
(PINA-VAZQUEZ et al., 2012).

2.5.1 Hidrolatos de dleos essenciais com acio antifiingica

Os hidrolatos, ou hidrosoéis, sdo subprodutos da destilagdo a vapor utilizada para a
extracdo de 6leos essenciais. Esses liquidos contém compostos bioativos soliveis em agua,
como terpenos e acidos fenolicos, que conferem propriedades antimicrobianas (CARSON et
al., 2006). O hidrolato de melaleuca, por exemplo, apresenta terpinen-4-ol em concentragdes
reduzidas, mas ainda assim demonstra eficacia contra fungos como Candida spp. e
dermatoéfitos, sendo uma alternativa menos irritante para aplicagdes topicas.

A combinagdo de hidrolatos com antifingicos convencionais tem sido estudada como
uma forma de potencializar o efeito dos farmacos, aumentando a permeabilidade da membrana
fungica e facilitando a entrada do itraconazol. Essa abordagem pode ser util no tratamento de
infecgoes resistentes, uma vez que a acdo combinada reduz a dose necessaria do antifingico

(AHMAD et al., 2021).
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2.6 Hidrolato de melaleuca

Dentre os hidrolatos com atividade antifingica, o de melaleuca tem se destacado por sua
seguranga e eficacia. Embora o o6leo essencial de melaleuca apresente forte atividade
antifiingica, sua aplicacdo topica pode ser irritante para algumas pessoas e animais. O hidrolato,
por conter uma menor concentracdo de compostos ativos, mantém as propriedades
antimicrobianas, mas com menor potencial irritante (CARVALHO et al., 2022).

A combinagao do hidrolato de melaleuca com itraconazol pode ser uma estratégia eficaz
para o tratamento de infecgdes fingicas, incluindo a esporotricose. Essa sinergia pode reduzir
a dose do antiflingico necesséria para um tratamento eficaz, minimizando efeitos adversos e
melhorando a adesdo ao tratamento (KHAN et al., 2014). Além do hidrolato de melaleuca,
outros hidrolatos de oleos essenciais, como os de lavanda e tomilho, também demonstram
atividade antifingica e podem ser explorados como adjuvantes em formulagdes terapéuticas
para o tratamento de infec¢des fungicas (AHMAD et al., 2021).

A pesquisa sobre 6leos essenciais e hidrolatos como alternativas ou adjuvantes aos
antifiungicos convencionais continua em expansdo, € a combinacdo desses compostos com
medicamentos como o itraconazol pode representar um avango importante no tratamento de
infecgdes fungicas, especialmente em casos de resisténcia fungica.

A fim de embasar a relevancia cientifica do presente estudo, foi realizada revisao
bibliografica em cinco das principais bases de dados académicas: Scopus, ScienceDirect, Web
of Science, Periodicos CAPES e Google Scholar. Essas plataformas foram selecionadas por
abrangerem periodicos de alto impacto e pesquisas interdisciplinares nas areas de ciéncia de
materiais, nanotecnologia, biomateriais farmacologia e medicina veterinaria.

A estratégia de busca incluiu palavras-chave e combinagdes de termos em inglés e
portugués, tais como "itraconazole encapsulation”, "itraconazole controlled release”, "alginate
drug delivery", "itraconazole alginate nanoparticles”, "itraconazol encapsulado em alginato"
e variacdes correlatas. O levantamento revelou diversas publicagdes sobre estratégias de
liberagdo controlada do itraconazol, incluindo encapsulagdo em nanoparticulas poliméricas,
nanocapsulas lipidicas e sistemas micelares.

Contudo, ndo foram identificados estudos que abordem especificamente a encapsulacio
do itraconazol utilizando alginato de s6dio. A maior parte das pesquisas encontradas trata
exclusivamente da nanoencapsulacdo do itraconazol, focando na melhoria de sua
biodisponibilidade e solubilidade. No entanto, ndo hé registros de estudos que explorem a
encapsulacdo macroscopica do farmaco, como na forma de esferas de alginato, para suprimir

seu sabor amargo e facilitar a administracdo em felinos.
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CAPITULO 3

Resumo: Este capitulo apresenta a justificativa para o desenvolvimento de esferas de alginato
contendo itraconazol destinadas ao tratamento da esporotricose em felinos. Destaca-se a
relevancia da proposta frente as limitacdes das formulacdes convencionais, como a baixa
palatabilidade e a dificuldade de administracdo do farmaco, além da importancia de alternativas
acessiveis, eficazes e adaptadas a rotina clinica veterinaria. A formulagdo proposta busca
melhorar a adesdo ao tratamento, ampliar a eficacia terapéutica e contribuir para o controle da
transmissao zoonotica da doenga.

3 JUSTIFICATIVA

A esporotricose felina ¢ uma doenca flingica zoondtica, de carater endémico e crescente
impacto em satde publica, especialmente em regides tropicais e subtropicais. Causada por
fungos do género Sporothrix, a infeccao em felinos domésticos (Felis catus) apresenta alta taxa
de transmissdo e dificuldade terapéutica, principalmente devido a rejeicdo do tratamento oral
pelo sabor amargo do itraconazol, principal fArmaco de tratamento (GREMIAO et al., 2017).

A falta de adesdo ao tratamento representa um problema significativo, resultando em
falha terapéutica e disseminacdo da infeccdo, comprometendo a eficacia das estratégias de
controle da esporotricose (SCHUBACH et al., 2014). A resisténcia dos gatos a administracao
do itraconazol gera consequéncias que ampliam a relevancia da busca por solugdes vidveis,
entre as quais destacam-se:

o Espalhamento da doenga e impacto em satide publica: A falha no tratamento leva a
persisténcia do fungo nos tecidos do animal e a eliminagdo de grandes quantidades de
leveduras infecciosas pelas lesdes e secregdes, aumentando a transmissao entre felinos,
outros animais ¢ humanos (RODRIGUES et al., 2016). A alta carga fungica nos gatos
infectados refor¢a seu papel como vetores epidemiologicos, tornando a esporotricose
um grave problema de saude publica (SILVA et al., 2021).

e Sofrimento animal e necessidade de eutandsia: Muitos gatos ndo conseguem concluir o
tratamento devido a recusa do medicamento, levando a progressdo da doenga,
sofrimento e risco de disseminacdo sist€émica, que pode resultar em 6bito (BARROS et
al., 2022). Em abrigos e campanhas de controle populacional, a falta de adesdo
terapéutica frequentemente culmina na eutanasia de gatos infectados, especialmente em
regides com surtos epidémicos (SCHUBACH et al., 2020).

e Risco para tutores e profissionais veterindrios: A administragdo for¢ada do itraconazol
gera estresse intenso nos animais, aumentando o risco de ferimentos, arranhaduras e

mordidas em tutores e veterindrios. Além disso, os felinos podem apresentar
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comportamentos agressivos e resisténcia ao manejo, tornando o processo desgastante e
potencialmente perigoso para ambas as partes (GUTIERREZ-GALHARDO ef al.,
2008).

e Altos custos e impacto ambiental: Tratamentos prolongados e pouco eficazes resultam
em custos elevados para tutores e instituigdes de saude veterinaria, uma vez que a
doenga exige terapias de longa duracdo, muitas vezes por meses consecutivos
(SCHUBACH et al., 2014). Além disso, o descarte inadequado de medicamentos
antifingicos pode gerar impacto ambiental, contaminando corpos d’4agua e interferindo
na microbiota do solo (SILVA et al., 2018).

Diante do exposto, a encapsulacdo do itraconazol em esferas de alginato de sodio surge
como uma possivel alternativa para melhorar a aceitacdo do farmaco pelos felinos, minimizando
a recusa ao tratamento e garantindo maior eficécia terapéutica. A formulagdo proposta tem
potencial para reduzir o abandono terapéutico, limitar a disseminacdo da doenca e promover
melhores condigdes de satide animal e publica. Assim, o presente estudo busca contribuir para
0 avango no manejo da esporotricose, proporcionando uma solucdo acessivel, eficiente e de

facil administragdo para o controle da infec¢do em gatos.
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CAPITULO 4

Resumo: Este capitulo apresenta os objetivos que nortearam a realizagdo desta pesquisa. O
objetivo geral consiste no desenvolvimento de esferas de alginato de sodio contendo
itraconazol, visando a aplicagdo no tratamento da esporotricose em felinos. Os objetivos
especificos incluem a preparacao das formulagdes, caracterizagdo fisico-quimica, avaliagdo da
morfologia e da eficiéncia de encapsulamento, além da analise da atividade antifiingica in vitro
frente a cepas de Sporothrix.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho ¢ a producdo de esferas de alginato contendo ITZ para
liberacdo controlada desse farmaco como potencial agente antiflingico no tratamento da

esporotricose em gatos.

4.2 Objetivos Especificos

Produzir esferas de alginato de sddio contendo itraconazol (ITZ) por meio da técnica de
extrusdo seguida de reticulacdo com cloreto de célcio.

Caracterizar fisicamente as esferas obtidas quanto ao formato, consisténcia e estabilidade
visual, visando sua viabilidade para administra¢do oral em felinos.

Avaliar as interacdes entre o alginato, o itraconazol e os demais componentes por meio
de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia
RAMAN.

Investigar a capacidade das esferas contendo itraconazol em inibir o crescimento de

Sporothrix spp. ao longo de sete dias, por meio de ensaio microbioldgico in vitro.



Resumo: Este capitulo descreve os materiais utilizados e os procedimentos adotados para o
desenvolvimento das esferas de alginato contendo itraconazol. Apresenta-se a preparacdo das
formulagdes por meio da técnica de extrusdo com reticulagdo idnica em cloreto de calcio,
seguida das etapas de caracterizagdo fisico-quimica por espectroscopias FTIR ¢ RAMAN,
analise morfologica por MEV e testes de atividade antifungica in vitro (ICF) frente a cepas de
Sporothrix. Também sdo descritos os métodos de avaliacdo dimensional, eficiéncia de

CAPITULO 5

encapsulamento e estabilidade das esferas.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

Os materiais utilizados foram divididos em grupos de vidrarias, reagentes e equipamentos,

conforme as tabelas 2; 3 e 4 a seguir.

Tabela 2 — Vidrarias

Vidrarias usadas na:

Agitadores magnéticos

Espatulas inox

Balao volumétrico de 500 mL

Peneira inox

Produg¢io Bastoes de vidro Pinga inox
Béqueres de 50 mL Placas de Petri de ®90mm
Béqueres de 150 mL Provetas de 100 mL
Seringas plésticas descartaveis
Micropipetas de 1pL e 100 uL  Estante para alg¢a de
Ensaio manipulag¢do microbiologica e
in-vitro outros utensilios inox
(ICF) Tubos de ensaio com tampas Alca de manipulagdo

microbioldgica

Estante para tubo de ensaio

Pinga anatomica de dissec¢ao

Fonte: (a autora).
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Tabela 3 — Reagentes

Reagentes
Sal de alginato (Sigma-Aldrich)
CaCl,

Producio Hidrolato de melaleuca

Agua destilada

Itraconazol

Ensaio Agar Sabouraud dextrose

in-vitro Cloranfenicol solidificado
(ICF)

Soluc¢do salina estéril

Fonte: (a autora).

Tabela 4 — Equipamentos

Equipamentos usados na:

Producao Balanga analitica AY220 Agitador magnético com
aquecimento C-MAG HS 7
(Marte) (IKA)
Balanga analitica AY220 Paquimetro 100.002
(DIGIMESS),

Medicao (Marte) Graduagdo 0,02 mm

exatidao +/- 0,03mm

Capela de fluxo laminar Estufa/incubadora BOD
. vertical modelo PA-115 (Demanda  Bioquimica  de
Ensaio
in-vitro (Pachane) Oxigénio) mantida a 36 °C
(ICF) Bico de bunsen acoplado a capela com as devidas normas de
seguranca

Esterilizacdo  Cdmara asséptica 400 (Luca)  Espectroscopia RAMAN

Espectroscopia no Microscopia  Eletronica  de
FTIR

Infravermelho ( ) Varredura (MEYV)

Caracterizacao
(Analises)

Fonte: (a autora).

Especificagoes:
Céamara asséptica 400 (Luca).

Este ¢ um dispositivo que utiliza a luz ultravioleta (UV) para esterilizar materiais. A luz
UV-C tem um comprimento de onda curto (~254nm), danifica o material genético de

microrganismos, como virus, bactérias, fungos e protozodrios, impedindo a sua reproducao e
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sobrevivéncia. A esterilizacdo UV ¢ uma alternativa eficaz a desinfec¢do com cloro, que pode
causar doengas respiratdrias e ndo ¢ capaz de inativar alguns microrganismos. Além disso, a
esterilizagdo UV ndo requer o uso de produtos quimicos toxicos, € ndo utiliza altas temperaturas

durante seu processo. Ela ¢ utilizada em unidades médicas, laboratorios, etc.

Espectroscopia no Infravermelho

Foram realizadas as anélises de FTIR na Central Analitica Multiusuario do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os espectros de FT-IR/ATR das
amostras solidas foram registrados no espectrometro Bruker, modelo Vertex 70, na faixa de

4000 — 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™! e 64 scans.

Espectroscopia RAMAN

Foram realizadas as andlises de RAMAN no Laboratério Interdisciplinar para o
Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN — SisNano) do Departamento de Engenharia
Quimica (EQA/CTC) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os espectros de
RAMAN das amostras foram realizados no aparelho Anton Paar Cora 5200 Raman
(Espectrometro Raman de bancada Anton Paar) com os seguintes parametros: Faixa Espectral:

100 a 2300 cm!; Poténcia do Laser: 450 mW e Comprimento de onda tinico: 785 nm.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A morfologia das amostras foi avaliada usando microscopio eletronico de varredura
(MEV), equipamento Tm3030Plus Hitachi, operando sob alto vacuo, a 15kV. As amostras
foram previamente recobertas com prata (equipamento SCD 005 sputter BAL-TEC), localizado

no Centro de tecnologia Mineral - CETEM.

Reagentes

O sal de alginato (Sigma-Aldrich), o CaCl> (doado pela Universidade de Sao Lazaro),
assim como o hidrolato de melaleuca alternifolia da Tree Grow 100% natural, foram utilizados
como recebidos sem a necessidade de tratamento prévio. A agua destilada foi obtida através de
destilador presente no laboratério do IFRJ (Campos Paracambi). Por fim, o itraconazol (Geolab)

foi adquirido em comércio local, em cépsulas de 100mg; cada a caixa com 04 e/ou 15 cépsulas.
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5.2 Meétodos
5.2.1 Producao das esferas
Preparo da solugdo de CaCl; 4% (m/v)
Pesou-se 20,00 g de CaCl> em um béquer (150mL) na balanga analitica, o0 mesmo foi
dissolvido em agua destilada até a marca de 500mL no baldo volumétrico, resultando em uma

solugdo a 4% (m/v) para posterior utilizagao.

Preparo das solugoes de alginato de sodio 2% (m/v)
Em quatro béqueres (150mL), pesou-se (na balanga analitica) 2,00g de alginato de s6dio
a cada um deles, os mesmos foram identificados como (Al; A2; A3 e A4). Em seguida
adicionou-se aos béqueres identificados como Al e A3, com auxilio de uma proveta, 100mL de
agua destilada e aos béqueres identificados como A2 e A4, com auxilio de uma proveta, 100mL

de hidrolato de melaleuca.

Aos béqueres identificados como A3 e A4, adicionou-se 100mg de itraconazol
comercial onde retirou-se os pellets da cépsula e os macerou em um almofariz e pistilo de

ceramica. Conforme as figuras 7 (a), 7 (b) e na tabela 5, tem-se detalhado a composi¢do de cada

amostra.
Figura 7- (a) Preparo das solugdes de alginato de sodio 2%. Figura 7(b) - Pellets macerados
; O—/ Itraconazol (100mg)
//?//7 e
= //?77 g
s’iﬁ\\ //// | ®
() Traxonol

itracanazol

%
T %//,,
M) P
7 L

o
)

VA so
PREACACAD REDIEA

Agua destilada
Ou
= 4 Hidrolato de Melaleuca
ool .
Alginato
2,00g

Fonte: (a autora).
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Tabela 5 — Composi¢do de cada amostra

Composicio de cada amostra

Amostra Alginato Meio de dissolucio do alginato Itraconazol
(ITZ)
Al 2,00g 100 ml 4gua destilada 0 mg
A2 2,00g 100 ml hidrolato de Melaleuca 0 mg
A3 2,00g 100 ml 4dgua destilada 100 mg
A4 2,00g 100 ml hidrolato de Melaleuca 100 mg

Fonte: (a autora).

Apos o preparo acima, adicionou-se 1 agitador magnético aos respectivos béqueres (Al;
A2; A3 e A4) e em seguida os mesmos foram para placa agitadora (4rpm) por 15 minutos, cada
béquer em uma placa, até homogeneizacao completa das solugdes de alginato de sddio 2% cada.

Conforme a figura 8§ a seguir.

Figura 8 — Formacdo das solugées de alginato de sodio 2%.

Fonte: (a autora).

Extrusdo por gotejamento das solugoes de alginato de sodio 2% na solugdo de CaCl; 4%
(m/v).

Em outros quatros béqueres (150mL), adicionou-se 100 mL da solu¢do de CaCl. 4%,
(m/v) mais 1 agitador magnético, em cada béquer. Aos mesmos adicionou-se, utilizando uma
seringa graduada e por gotejamento, 20,00 mL de cada solugdo da etapa anterior (A1, A2, A3,

A4) obtendo-se as esferas de alginato de todas as amostras, conforme as figuras 9 e 10 a seguir.
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Figura 9 — Esferas formadas por extrusdo.

Fonte: (a autora).

Figura 10 — llustracdo da formagdo das esferas por extrusdo.

Solugao
de -
alginato Solugio
de
alginato

Fonte: (a autora).

Separacdo das Esferas de alginato da fase liquida
A solugdo liquida (CaCl: 4%, (m/v)) foi removida com o auxilio de uma peneira inox,
separando as esferas de alginato da fase liquida, aquelas em seguida foram lavadas com é4gua
destilada e colocadas sobre varios papeis toalhas até a retirada, quase total, da 4gua adsorvida.

Uma vez retirada o méximo de dgua adsorvida, observou-se que esse lote possuiam as melhores
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estruturas, mais firme e homogénea, por isso o mesmo foi escolhido para retirada de 20 esferas

aleatorias (sendo 5 esferas de cada amostra) posteriormente.

Apos retirada da dgua adsorvida, as esferas foram transferidas para placas de Petri e
foram cobertas com filme de PVC para o armazenamento em refrigerador, transporte,

esterilizagdo e as analises de caracterizacdo. Figuras 11 e 12.

Figura 11— Esferas na placa de petri.

Fonte: (a autora).

Figura 12 — llustracdo das esferas na placa de petri para posterior tratamento e analises.

v FTIR;
- Peso
Diametro v RAMAIN;
+ v MEV;
Esterilizacao —

= .
=

- Amostras prontas

Fonte: (a autora).
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5.2.2 Esteriliza¢ao das Esferas

As amostras foram esterilizadas numa camara asséptica UV, permanecendo por 15 min
a cada vez que foram revolvidas com auxilio de espatula, figura 13 (a) e 13 (b) apos
esterilizacdo. Pds esterilizacdo a estrutura das esferas, aparentemente, permaneceram

mantiveram suas dimensdes, morfologia, cor etc.

Figura 13 (a) —Esterilizagdo das Esferas. Figura 13 (b) —Esferas apds esterilizagdo

|

1

Ga\a;yéini;iﬁ

Fonte: (a autora).

Repeticoes da producdo das Esferas

O processo de producdo e esterilizacdo das esferas foi realizado em triplicata, ou seja,
ao longo da pesquisa, foram produzidos trés lotes de mesma composi¢ao. Todas as repeti¢des

seguiram as mesmas condi¢des experimentais e utilizaram os mesmos insumos.

5.2.3 Coleta e processamento dos dados

Foram selecionadas 20 esferas aleatérias do lote 3, as quais tiveram seus pesos €
diametros mensurados. A pesagem foi realizada em balancga analitica de precisdo de 0,0001 g,
e o diametro foi aferido com paquimetro digital de precisdo de 0,01 mm. Os valores obtidos
foram submetidos a tratamento estatistico para célculo da média amostral (X), variancia (s?),
desvio padrdo (s) e intervalo de confianca a 95%, permitindo estimar a variabilidade

dimensional e ponderal das esferas.

Os calculos estatisticos foram realizados utilizando as equagdes 1 — 5 a variabilidade

dimensional e ponderal das esferas.
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Média Amostral: % =>" (1)
n

)2
Varidncia Amostral: sz =20 (2)

n—1
Desvio Padrio: s = Vs? 3)
Intervalo de Confianga a 95%: IC = x + t X SE 4)
Erro Padrao (SE): SE =% onde t ¢ o valor critico da d stribuicdo t de Student para 95%

de confianga. 5

5.2.4 Inibicao do Crescimento Fungico (ICF)

Os ensaios sobre a proliferacdo fungica foram conduzidos com o objetivo de avaliar a
eficacia de diferentes formulagdes das esferas de alginato reticuladas com cloreto de calcio na
inibi¢do in vitro do crescimento de fungos do género Sporothrix, microrganismos causadores

da esporotricose em pessoas € animais.

5.2.5 Cepas Utilizadas

Para confiabilidade e a repetibilidade dos métodos e resultados, bem como para a
conformidade com parametros éticos, foram utilizadas cepas isoladas de animais — gatos
domésticos (Felis silvestres catus) com esporotricose — pertencentes ao acervo micolégico do
Laboratério de Leveduras Patogénicas e Ambientais do Instituto de Veterindria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Fungos isolados em procedimento aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais sob o protocolo CEUA/UFRRIJ: 135/2014. Também foram utilizadas

cepas padrdes de Sporothrix brasiliensis, Sporothrix mexicana e Sporothrix schenckii, tabela 6.
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Tabela 6 — Identificagdo de cada Cepa utilizada

Identificacgdo das Cepas

Codigo/nome de identificacio Tipo de Cepa
269/2013 Isolada de um animal
056/2014 Isolada de um animal
064/2014 Isolada de um animal
078/2014 Isolada de um animal
008/2014 Isolada de um animal
Sporothrix schenckii (INCQS 40286) Padrao

Sporothrix mexicana (CBS 120341) Padrao

Sporothrix brasiliensis INCQS 40360) Padrao

Fonte: (a autora).

As cepas fungicas utilizadas — leveduriformes (Sporothrix possui dimorfismo térmico)
— possuiam incubagdo prévia de 7 dias a 36 °C em estufa BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) em tubos de ensaio contendo agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol

solidificado em rampa.

5.2.6 Ensaio de Inibicao do Crescimento Fungico (ICF)
Os procedimentos relacionados a verificagdo da inibi¢do fungica foram realizados no
Laboratério de Micologia Clinica Veterinaria, localizado no Instituto de Veterinaria da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio contendo 9 mL de meio de cultura caldo
Sabouraud suplementado com cloranfenicol, a fim de prevenir contaminagdes bacterianas (pH
6,8-6,9) (CLSI, 2012 — adaptado). Quatro configuracdes experimentais foram estabelecidas

para os ensaios de proliferacdo fungica, conforme a tabela 7.
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Tabela 7 — Configuragoes experimentais para os tubos no ensaio de proliferagdo fungica

Configuracoes estabelecidas para os tubos no ensaio de ICF

Tubo Tubo Tubo Tubo Conteudo

CN Sem esferas, para observar o crescimento natural dos fungos
sem intervencao de substancias antifungicas (Controle -)

S5E Contendo 5 esferas
3E Contendo 3 esferas
CP Contendo 1 esfera e sem inoculacao fungica

(Controle +).

Fonte: (a autora).

Os controles experimentais incluiram um controle negativo, composto por tubos
contendo apenas fungos inoculados, sem adi¢do de esferas, para monitorar o crescimento
fingico natural, e um controle positivo, formado por tubos contendo uma Unica esfera, sem a

inoculacdo de fungos, para validar a esterilidade do sistema experimental.

Utilizando-se alga de manipulagdo microbiologica estéril, uma aliquota de cada fungo
foi cuidadosamente coletada e dissolvida em escala 0,5 de McFarland em tubos de ensaio

contendo 5 mL de solucdo salina estéril, formando uma suspensao padronizada e homogénea.

Em seguida, aliquotas de 100 pL dessas suspensdes foram transferidas, com o auxilio
de pipetas estéreis, para os tubos de ensaio contendo caldo Sabouraud previamente preparados
com as diferentes esferas de alginato ou nenhuma esfera (apenas os tubos 1, 2 e 3). Os tubos
foram incubados em estufa BOD a 36 °C por 7 dias ap6s inoculacdo dos fungos e adi¢ao das

esferas, condi¢des consideradas ideais para o crescimento fiingico.

Apos os 7 dias de incubagao foi realizada uma avaliagdo visual da proliferagdo fungica.
O crescimento foi considerado positivo (+) quando observada a presenca de colonias ou sinais
de proliferacio do microrganismo (turbidez do caldo Sabouraud) incluindo o tubo CN; e
negativo (-) quando ndo houve indicios de crescimento fingico (auséncia de colonias e de

turbidez no caldo Sabouraud) incluindo o tubo CP.
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CAPITULO 6

Resumo: Este capitulo apresenta os resultados experimentais obtidos e sua analise critica. Sao
discutidos os dados estatisticos relativos as dimensdes das esferas produzidas, bem como os
resultados das andlises de espectroscopia no infravermelho (FTIR), espectroscopia RAMAN,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e ensaio de inibi¢ao do crescimento fungico (ICF).
A interpretagdo dos resultados permite avaliar a eficicia do processo de encapsulamento, a
interacdo entre os componentes e o potencial da formulagdo no controle da esporotricose em
felinos domésticos.

6 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Analise Estatistica da dimensido das Esferas
Os valores estatisticos obtidos para o peso, o didmetro das esferas, assim como a média,

desvio padrao, variancia e intervalo de confianga estdo na Tabela 8 a seguir.

Tabela 8 - Valores Medidos de Peso e Diametro das Esferas de Alginato com ITZ

Ntimero da esfera Peso (mg) Didmetro (mm)
1 0,0525 4,02
2 0,0518 3,85
3 0,0530 3,92
4 0,0527 4,15
5 0,0519 3,81
6 0,0523 3,94
7 0,0529 4,05
8 0,0518 4,10
9 0,0526 3,88
10 0,0521 4,18
11 0,0524 3,95
12 0,0520 4,07
13 0,0528 3,89
14 0,0523 3,99
15 0,0521 4,12
16 0,0526 3,77
17 0,0519 4,20
18 0,0525 3,83
19 0,0527 4,23
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20 0,0522 3,97
Total =x 1,0471 79,92
Parametros
Média amostral = (X) 0,0524 ou 5,2 x 105g 3,996 ou 0,3996cm
Desvio Padrio amostral = (5) 0,0004 0,1377
Erro Padrio da Média = (E) 0,0001 0,0308
Variincia amostral = (s?) 0,00000014 0,0190
Intervalo de Confiang¢a (95%) [0,0522 ; 0,0525] [3,9316 ; 4,0604]

Fonte: (a autora).

A andlise estatistica dos dados obtidos evidenciou baixa dispersdo nos valores de peso e
diametro, refletindo alta reprodutibilidade no processo de producdo das esferas de alginato
contendo itraconazol. Essa uniformidade dimensional € essencial para garantir a previsibilidade
da liberacdo do farmaco, uma vez que influencia diretamente sua difusdo no trato
gastrointestinal felino (LEE; MOONEY, 2012). As esferas apresentaram distribuig¢do
homogénea, com didmetro médio de aproximadamente 4 mm (figura 14) e peso médio de
0,0524 g, sendo, portanto, classificadas como macroscopicas, visiveis e manipulaveis. Tais
caracteristicas sdo desejaveis em formulagdes veterindrias, pois facilitam a administracdo e o
fracionamento da dose. Os valores obtidos, combinados com o baixo desvio padrao e intervalo
de confianga estreito, atestam a estabilidade da metodologia adotada e refor¢am a aplicabilidade
da formulacdo proposta no tratamento da esporotricose felina, especialmente diante das

limitagdes impostas pela baixa aceita¢do oral do farmaco em sua forma convencional.
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6.1.1 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A figuras 14 e 15 apresentam as sobreposi¢des dos espectros completos de FTIR na
faixa de 4000 — 400 cm™! para as amostras. Lembrando que as composi¢des das mesmas sio:
Al (alginato + 4dgua); A2 (alginato + hidrolato); A3 (alginato + agua + ITZ) e A4 (alginato +
hidrolato + ITZ).

Figura 14 —Espectros FTIR completos das amostras Al (a) e A2 (b)

Espectro FTIR Al (a)
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—-—- Estiramento O-H (3272, 3464)
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Figura 15- Espectros FTIR completos das amostras A3 (c) e A4 (d).

Espectro FTIR A3 (c)
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Legenda:

---- Vibracao de estiramento C=N (1609, 1632, 1512) [itraconazol]
1 Vibragao de estiramento do grupo C-Cl (561-762) [Itraconazol]
—-— Vibragdo de estiramento no anel aromatico C=C (1772, 1699) [ltraconazol]
Estiramento C=0 (1653, 1643) [Hidrolato de melaleuca)

Dobramento simétrico e assimétrico de C-H no metil e metileno (1357, 1446, 1444) [Hidrolato de melaleuca)

---- Estiramento O-H (3272, 3464) [Hidrolato de melaleuca)
- Estiramento C-O (1089, 1068) [Hidrolato de melaleuca)

Fonte: (a autora).
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Os espectros completos evidenciam as principais bandas vibracionais correspondentes
aos grupos funcionais dos compostos presentes. A presenga de uma banda larga na regido de
3300-3500 cm™, caracteristica do estiramento das ligagdes O-H, foi observada em todas as

amostras (PAVIA et al., 2014; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

O espectro da amostra Al exibe bandas vibracionais tipicas do alginato de sédio. O
estiramento assimétrico do grupo carboxilato (-COO") na faixa de 1600-1650 cm™, enquanto
a vibragdo simétrica 1400-1450 cm™ indica a presenca dos grupos carboxilicos do alginato
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Além disso, a banda em 1000-1100 cm™
corresponde ao estiramento C-O-C do esqueleto polimérico do alginato, evidenciando sua

estrutura de polissacarideo (DRAGET et al., 1996).

O espectro da amostra A2 mantém as bandas tipicas do alginato, mas apresenta
modifica¢des na regido da carbonila (~1700 cm™), indicando interagdes entre o hidrolato e o
alginato (GUO et al., 2017). A banda em 3400 cm™, atribuida ao estiramento das hidroxilas (-
OH), mantém-se evidente, sugerindo a presenca de adgua residual e hidroxilas do alginato. O
deslocamento das bandas do carboxilato em relagcdo a amostra A1l sugere que componentes do
hidrolato interagiram com os grupos acidos do alginato, o que pode influenciar suas

propriedades estruturais e reologicas (ATKINS et al., 1971).

A incorporacdo do ITZ na matriz do alginato (amostra A3) pode ser identificada por
novas bandas vibracionais. O estiramento C-H aromatico aparece na faixa de 30003100 cm™,
enquanto o estiramento C=C de anéis aromaticos e a vibra¢ao de iminas (C=N) sdo evidenciados
entre 1500-1600 cm™ e 1400-1500 cm™, respectivamente (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005). A presenga de um pico em ~1510 cm™ ¢ atribuida as iminas (C=N) do ITZ,
evidenciando sua incorporagdo na matriz (PERLIN et al., 2017). Um novo sinal em 1600 cm™
pode estar associado ao anel aromatico do ITZ, indicando interagdes com os grupos carboxilato
do alginato. A redu¢do da intensidade da banda da hidroxila sugere que o ITZ pode estar
competindo pelas ligagdes de hidrogénio com o alginato, o que pode alterar a reticulagdo da
matriz polimérica (BALTHAZAR et al., 2019). Além disso, a presenca de uma banda em 700—
750 cm™', atribuida a vibragdo C-Cl, confirma a presenga do farmaco encapsulado

(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

O espectro da amostra A4 apresenta a superposicdo de bandas associadas ao ITZ, ao
hidrolato e ao alginato. A banda de carbonila (~1700 cm™) sofreu deslocamento, indicativo de

interacdo entre os componentes (PAVIA et al., 2014). A presenca do ITZ ¢ confirmada pelos
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sinais em 1500-1600 cm™ e 1400—-1500 cm™, atribuidos aos anéis aromaticos e grupos imina,
respectivamente (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). A banda C-H em 2900 cm™
sugere interagdes entre o ITZ e os componentes do hidrolato, indicando a formagdo de um
sistema encapsulante complexo (KIM et al., 2020). O enfraquecimento da banda carboxilato (-
COO") sugere que o hidrolato pode estar interferindo na reticulacdo do alginato, impactando

sua estabilidade e capacidade de encapsulagdo.

As diferengas observadas entre Al e A2 indicam que o hidrolato de melaleuca interage
diretamente com o alginato, possivelmente afetando a organizac¢do dos grupos carboxilato. A
amostra A3 evidencia a incorpora¢do do ITZ na matriz do alginato, conforme demonstrado
pelas bandas de iminas e grupos aromaticos. A presenca simultanea do ITZ e do hidrolato (A4),
com deslocamentos e sobreposi¢des de bandas vibracionais, sugerem interacdes entre os trés

componentes (SCHUBACH et al., 2014).

A inspecao visual dos espectros FTIR revelou semelhangas estruturais marcantes entre
as amostras, sobretudo nas faixas caracteristicas do alginato de sddio, como as bandas atribuidas
aos estiramentos assimétrico (1610-1630 cm™) e simétrico (1400—1420 cm™) dos grupos
carboxilato, além das vibragdes de C—O—C na regido de 1020—1080 cm™. As amostras Al e A2,
que ndo contém itraconazol, apresentaram perfis espectrais intensos € bem definidos nessas
regides. Com a introdu¢@o do farmaco nas amostras A3 e A4, observou-se uma leve atenuacao
das bandas e deslocamentos sutis, indicando possiveis interagdes entre os grupos funcionais do
alginato e o itraconazol. Essas alteracdes sao compativeis com a hipdtese de que o farmaco foi
incorporado de forma difusa a matriz polimérica, promovendo reorganizacdo das liga¢des

internas do biopolimero.

Essas observacdes sdo corroboradas pelos dados numéricos apresentados na Tabela 9 a
seguir, que consolida os principais valores de picos observados nas regides funcionais mais
relevantes. A comparacdo entre os valores reforca a evidéncia de que a presenca do itraconazol
influencia diretamente a intensidade e a posi¢do dos picos de absor¢do, contribuindo para a

confirmagdo do encapsulamento do fAirmaco no interior das esferas.
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N° de Grupo Amostra Descri¢ao Referéncia
Onda Funcional Envolvida
(cm™)
Estiramento de
3300-3500 O-H Alginato,  hidroxilas presenteem  PAVIAetal.,
(hidroxila) Hidrolato alcoois, agua e 2014.
polissacarideos.
Estiramento C-H
3000-3100 C-H ITZ, tipico de compostos ~ SILVERSTEIN;
aromatico Alginato + aromaticos, WEBSTER;
1TZ caracteristico do KIEMLE, 2005.
Itraconazol.
Hidrolato, = Vibragao de carbonila
1700-1750 C=0 Alginato + em aldeidos e cetonas, = PAVIAetal.,
(carbonila) Hidrolato presentes no hidrolato 2014.
€ compostos volateis.
Estiramento
C=0 Alginato, assimétrico do grupo  SILVERSTEIN;
1600-1650 (carboxilato)  Alginato+  carboxilato (-COO"), WEBSTER;
1TZ comum em acidos KIEMLE, 2005.
carboxilicos e seus
sais.
Vibragoes de
C=C Alginato, estiramento de C=C PAVIA etal.,
1500-1600 (anéis Alginato+  em anéis aromaticos, 2014.
aromaticos) ITZ tipico de compostos
como o Itraconazol.
Vibragdes do grupo
C-N ITZ2 C-N, caracteristicade = SILVERSTEIN;
1400-1500 (Aminas aminas aromaticas WEBSTER;
aromaticas) presentes no KIEMLE, 2005.
Itraconazol.
Cc-O Vibragoes de
(ésteres/ Alginato, estiramento de C-O, PAVIA etal.,
1000-1100 Polis Alginato+  comuns em ésteres e 2014.
sacarideos) Hidrolato polissacarideos como

o alginato.

Fonte: (a autora).

Conforme os graficos e a Tabela 10, a andalise dos espectros FTIR demonstrou que o

alginato de sodio foi capaz de encapsular o itraconazol, preservando a estrutura quimica do

polimero e permitindo a incorporagdo do firmaco de maneira homogénea na matriz. As

amostras contendo itraconazol apresentaram atenuacgdes sutis nas bandas caracteristicas do

alginato, especialmente nas regides associadas aos estiramentos dos grupos carboxilato e C—O—

C, o que sugere a ocorréncia de interagdes intermoleculares entre os constituintes da
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formulagdo. Além disso, a presenc¢a do hidrolato de Melaleuca alternifolia pode ter contribuido
para altera¢des na intensidade das bandas de carboxilato, indicando possivel modulacao da
matriz polimérica, o que pode impactar a estabilidade ou o perfil de liberacdo do sistema
encapsulante. A manuten¢do das principais bandas vibracionais do alginato nas diferentes
formulagdes reforca a integridade estrutural do biopolimero. Assim, os dados obtidos por FTIR
fornecem evidéncias consistentes da formagao de um sistema monolitico, no qual o itraconazol
encontra-se incorporado de forma difusa, caracterizando esferas poliméricas homogéneas

adequadas a proposta de liberagdo controlada.

6.1.2 Espectroscopia RAMAN

As Figuras 16, 17 e 18 apresentam os espectros Raman das amostras Al (alginato de
sodio em agua), A2 (alginato de s6dio em hidrolato de melaleuca), A3 (alginato de s6dio com
ITZ) e A4 (alginato de sddio com hidrolato de melaleuca e ITZ), na faixa espectral de 100 a
2300 cm™.

Figura 16 —Espectros RAMAN das amostras Al (a)

Espectro RAMAN Al (a)
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Figura 17- Espectro RAMAN A2 (b) e A3 (c)
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Espectro RAMAN A3 (c)
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Figura 18 - Espectro RAMAN A4 (d)

Espectro RAMAN A4 (d)
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==== Qscilacao no anel triazdlico (C:N:H) (367) [Hidrolato de melaleuca)
Tor¢ao do anel triazélico (C:N:H) (600) [Hidrolato de melaleuca)
== Vibragdo de estiramento do grupo C-Cl (1142) [Itraconazol)
Vibragdo de estiramento no anel aromatico C=C (1610, 1618) (Itraconazol)

Vibragao C=C (1676, 1694) [Itraconazol)
- Dobramento simétrico e assimétrico de C-H no metil e metileno (1429, 1443, 1420, 1448) [Hidrolato de melaleuca]
Vibracdo C-0-C (1267) [Hidrolato de melaleuca)
== Deformacao do anel (728, 752, 652) [Kidrolato de melaleuca)

Fonte: (a autora).

O espectro da amostra Al ¢ caracterizado por picos intensos associadas ao alginato e
seus sais carboxilatos. A presenca dos picos em 1433 cm™" e 1300 cm™ corresponde as vibragdes
de estiramento simétrico do carboxilato (COO"), enquanto a pico em 1625 cm™ refere-se ao
estiramento assimétrico do mesmo grupo, confirmando a estrutura polimérica do alginato de
sodio (PAVIA et al., 2014). Além disso, observa-se um pico em 1088 cm™', atribuida a
respiragdo do anel glicosidico, evidenciando a preservacao da estrutura polissacaridica do

alginato (SMIDSROD; SKJAK-BRAEK, 1990).

Na amostra A2, além dos picos atribuidos ao alginato, ha picos associados aos
componentes volateis do hidrolato de melaleuca. A pico em 1267 cm™ estd relacionada a
vibrag¢do do grupo C-O-C, caracteristico de compostos fenolicos e do terpinen-4-ol, principal
constituinte da melaleuca (PAVIA et al., 2014). Adicionalmente, a presenca dos picos em 1429-
1448 cm™ indica os modos vibracionais de dobramento C-H, sugerindo a incorporagdo de

compostos aromadticos ou insaturados a matriz polimérica (SILVERSTEIN; WEBSTER;
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KIEMLE, 2005). A comparagao entre os espectros de Al e A2 evidencia que a introducao do
hidrolato altera ligeiramente as interagdes moleculares do alginato, possivelmente modificando

sua organizacao estrutural.

A amostra A3 apresenta picos adicionais caracteristicas do itraconazol. Os picos em 367
cm™' e 600 cm ™' sdo atribuidos a oscilacdo e tor¢ao do anel triazolico (C-N-H), respectivamente,
evidenciando a presenca do fArmaco na matriz encapsulante (PAVIA et al., 2014). O pico em
1142 cm™ refere-se a vibragao do grupo C-Cl, um indicativo da estrutura quimica do itraconazol
(PAVIA et al., 2014). Além disso, observa-se um pico em 1610-1618 cm™, caracteristico da
vibragdo de estiramento do anel aromatico C=C do farmaco, refor¢ando sua incorporagdo na
formulagdo (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Esses resultados sugerem que o
ITZ foi encapsulado de forma eficiente, mantendo sua estrutura quimica dentro da matriz

polimérica.

O espectro da amostra A4 apresenta uma combinac¢do dos picos caracteristicas do
alginato, do hidrolato de melaleuca e do itraconazol. Os picos em 367 cm™ e 600 cm™
permanecem evidentes, confirmando a presen¢a do anel triazolico do ITZ. Além disso, a pico
em 1142 cm™, atribuido ao estiramento C-Cl, indica que a estrutura do farmaco foi mantida
mesmo na presenca do hidrolato (PAVIA et al., 2014). A presenga dos picos em 1429-1448
cm™, correspondentes ao dobramento C-H no metil e metileno, sugere uma interagdo entre o
farmaco e os compostos do hidrolato (PAVIA et al., 2014). A presenca dos picos em 1772-
1699 cm™, associados ao estiramento C=C aromatico, indica um efeito sinérgico entre o
itraconazol e os componentes do hidrolato, podendo afetar a estabilidade e a liberacdo

controlada do farmaco (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

A comparacdo entre Al e A2 sugere que o hidrolato de melaleuca interage diretamente
com o alginato, possivelmente alterando sua organizagdo estrutural e propriedades fisico-
quimicas. A A3 confirma a incorporagdo do ITZ, conforme evidenciado pelos picos do anel
triazolico, C-Cl e C=C aromatico. A andlise da A4 indica que a presenca simultanea do ITZ e
do hidrolato resulta em um espectro modificado, sugerindo intera¢des entre o farmaco e os
compostos da melaleuca. Esses resultados indicam que o hidrolato pode influenciar a estrutura
da matriz de alginato e a liberacdo do ITZ, um aspecto relevante para formula¢des destinadas a

administracdo veterindria.

Essas observacdes sdo corroboradas pelos dados consolidados na Tabela 10 a seguir,

que reune os principais valores de picos vibracionais detectados por espectroscopia Raman nas
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amostras analisadas. A tabela sintetiza as regides espectrais mais relevantes e permite uma
comparagdo direta entre as quatro formulagdes. Os deslocamentos e intensidades diferenciadas
dos picos confirmam a incorporacdo do itraconazol a matriz de alginato, além de evidenciar a
interacdo entre o hidrolato de melaleuca e os componentes da formulagdo. As alteragcdes nos
sinais atribuidos aos grupos triazélicos, ao estiramento C—Cl e as ligacdes C=C aromaticas,
especialmente nas amostras A3 e A4, refor¢am a hipotese de encapsulamento eficiente e
apontam para possiveis efeitos sinérgicos entre os constituintes. Tais resultados fornecem

suporte espectroscopico relevante para a avaliagdo da estabilidade quimica e do comportamento

funcional do sistema encapsulante proposto.

Tabela 10 — Resultado do RAMAN

N° de Onda Grupo Amostra Descricao Referéncia
(cm™) Funcional Envolvida
Oscilagao no ITZ, Pico caracteristico PAVIA etal.,
367 anel triazolico  Alginato + do Itraconazol, 2010.
(CaNsH) ITZ indicando a presenca
do anel triazdlico.
Torg¢ao do anel ITZ, Modo vibracional =~ SILVERSTEIN;
600 triazolico Alginato+  associado a tor¢ao WEBSTER;
(C2NsH) ITZ do anel triazdlico. KIEMLE, 2005.
Vibracao de ITZ, Confirmaapresenca  PAVIAetal.,
1142 estiramento do  Alginato + do itraconazol na 2010.
grupo C—Cl ITZ matriz polimérica.
Caracteristica de
Vibragao Hidrolato, compostos fendlicos  PAVIAetal.,
1267 C-0-C Alginato + e do terpinen-4-ol, 2014.
Hidrolato  presente no hidrolato
de melaleuca.
Dobramento ITZ, Modos vibracionais SILVERSTEIN;
C-Hnometile Alginato+  caracteristicos do WEBSTER;
1420-1448 metileno ITZ hidrolato de KIEMLE, 2005.
melaleuca.
Vibracao de ITZ, Pico associado ao  SILVERSTEIN;
estiramentono  Alginato + Itraconazol, WEBSTER;
1610-1618  anel aromatico 1TZ caracterizandosua  KIEMLE, 2005.
C=C presenca na matriz
polimérica.
Bandas SILVERSTEIN;
Vibragao C=C ITZ, caracteristicas do WEBSTER;
1772-1699 aromatico Alginato+  anel aromaticodo ~ KIEMLE, 2005.
ITZ Itraconazol.

Fonte: (a autora).
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Conforme os dados apresentados na Tabela 10, a andlise espectroscdpica por Raman
confirma a incorporagao do itraconazol na matriz de alginato, mantendo a integridade estrutural
dos componentes. Os picos caracteristicos do alginato, como os associados aos estiramentos
simétrico e assimétrico do grupo carboxilato (COO~), bem como os sinais referentes ao anel
glicosidico, mantiveram-se presentes nas amostras, evidenciando que a estrutura do
biopolimero foi preservada durante o processo de encapsulamento. A presenca dos picos
atribuidos ao itraconazol, especialmente nas amostras A3 e A4, como os relacionados ao anel
triazdlico, ao grupo C—Cl e as ligagdes C=C aromaticas, refor¢a a conclusao de que o farmaco
foi eficientemente incorporado a formulagdo. Além disso, as alteragdes nos picos nas amostras
contendo hidrolato de melaleuca sugerem interagdes entre os constituintes volateis do hidrolato
e a matriz polimérica, podendo influenciar na estabilidade quimica e na liberagdo do ativo.
Dessa forma, os dados obtidos por espectroscopia Raman corroboram as evidéncias fornecidas
pelo FTIR e reforgam a caracterizacdo das esferas como sistemas monoliticos homogéneos, nos

quais o farmaco encontra-se distribuido de maneira difusa e estavel.

6.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ uma técnica essencial para a
caracterizacdo morfoldgica de sistemas poliméricos, permitindo a observacdo detalhada da
superficie, estrutura e porosidade das particulas encapsulantes. No contexto da encapsulagdo de
farmacos, essa andlise ¢ fundamental para avaliar a estabilidade estrutural das esferas de
alginato e sua capacidade de controle na libera¢do do farmaco (SIEPMANN; PEPPAS, 2012).

A Figura 20 apresenta as imagens obtidas por MEV das esferas de alginato analisadas.
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Figura 19 - Imagens de MEV e suas ampliacdes, sendo as amostras (a) Al, (b) A2, (c) A3 e (d) A4.

Na Figura 20, que apresenta as imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
das amostras A1, A2, A3 e A4, observa-se que as particulas colapsaram durante a secagem ao
ar, um fendmeno comum em sistemas poliméricos a base de alginato, causado pela retracao
estrutural durante a remog¢ao do solvente (SIEPMANN; PEPPAS, 2012). Ainda assim, as
amostras mantiveram diametros milimétricos, como esperado para esferas de alginato obtidas
por extrusdo ionica. A porosidade superficial foi pouco evidente em algumas formulagdes,
possivelmente devido ao colapso estrutural durante a secagem. Contudo, ¢ importante
considerar que sistemas poliméricos destinados a liberagdo controlada frequentemente
apresentam porosidade nanométrica, o que pode dificultar sua visualizacdo em analises por

MEV (ALONSO-SANZ et al., 2024).

De forma comparativa, a amostra Al (alginato em agua) apresentou superficie lisa e
homogénea, sugerindo uma matriz densa e bem reticulada, com baixa porosidade aparente. A
amostra A2 (alginato em hidrolato de melaleuca), por sua vez, mostrou superficie mais rugosa
e a presenca de microporos visiveis, indicando que o hidrolato pode ter interferido na
organizagdo estrutural do gel, promovendo maior porosidade. A amostra A3 (alginato com
itraconazol) revelou formagdes irregulares e fissuras discretas, atribuidas a incorporagdo do
farmaco, que, por ser hidrofobico, pode induzir separagdo de fases e alterar o arranjo das cadeias
poliméricas durante a gelificagdo (MAKKAR et al, 2021). A amostra A4 (alginato com

hidrolato de melaleuca e ITZ) evidenciou poros bem definidos e uma distribuicao heterogénea,
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reforcando o possivel efeito combinado do hidrolato e do farmaco na inducdo de porosidade

significativa, provavelmente por reorganizagdo da matriz polimérica.

Esse comportamento ja foi descrito em sistemas de liberagdo controlada contendo
farmacos hidrofobicos, onde a interagdo entre o polimero e o fdrmaco leva a formacao de uma
rede porosa interna (SANTOS et al., 2012). Assim, conclui-se que a porosidade aumentou
progressivamente da amostra Al para A4, sendo mais pronunciada nas formulag¢des contendo
simultaneamente hidrolato e itraconazol. A estrutura porosa formada pode facilitar a difusdo do
farmaco, otimizando sua biodisponibilidade e tornando o sistema proposto potencialmente
eficaz para liberacdo controlada em aplicagdes terapéuticas. Esses achados refor¢am a hipotese
de que a composicdo da formulacdo influencia diretamente na microestrutura das esferas e,

consequentemente, no desempenho do sistema encapsulante.

6.1.4 Ensaio de Inibicao do Crescimento Fungico (ICF)

A avaliagdo da inibi¢dao do crescimento fungico (ICF) permitiu analisar a eficacia das
esferas de alginato contendo itraconazol (ITZ) e hidrolato de melaleuca no controle da
proliferacdo de fungos do género Sporothrix. As Tabelas 11 e 12, apresentam os resultados
obtidos para cada cepa testada, considerando os diferentes tipos de esferas e suas respectivas

condi¢des experimentais.
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Tabela 11 — Avaliagdo visual dos tubos para o ensaio de proliferagdo fungica (ICF) em Al e A2.

Avaliagdo visual da proliferagdo fungica (ICF)

Amostra Al A2 ¢/ Hid
Codigo/nome
de
Identificacio CN SE 3E CP CN SE 3E  CP
269/2013 - + + - + + + ;
056/2014 + + + - + + + .
064/2014 + + + - + + + -
078/2014 + + + - + + + .
008/2014 + + + - + + + -
S. schenckii + + + - + + + -
(INCQS40286)
S. mexicana + + + - + + + i,
(CBS 120341)
S. brasiliensis + + + - + + + -
(INCQS 40360)

Legenda: A1 (Amostra 1: alginato e 4gua); A2 (Amostra 2: alginato e hidrolato); CN (Controle Negativo); CP
(Controle Positivo); SE (5 esferas); 3E (3 esferas); Crescimento de fungos sinal (+); ndo crescimento de fungo sinal

(-). Fonte: (a autora).
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Tabela 122 — Avaliagdo visual dos tubos para o ensaio de proliferacdo fiingica (ICF) em A3 e A4.

Avaliagdo visual da proliferagdo fungica (ICF)

Amostra A3 ¢/ 1TZ A4 ¢/ ITZ e Hid
Codigo/nome
de
Identificaciio CN 5E 3E CP CN 5E 3E CP
269/2013 + - - - 4 - - -
056/2014 + - - - + - - -
064/2014 + - - - 4 - - -
078/2014 + - - - + - - -
008/2014 + - - - 4 - - -
S. schenckii + - = - + - - -
(INCQS40286)
S. mexicana + - = - 4 - - -
(CBS 120341)
S. brasiliensis + = = - + - - -
(INCQS 40360)

Legenda: A3 (Amostra 3: alginato e agua e 1TZ); A4 (Amostra 4: alginato e hidrolato e ITZ); CN (Controle
Negativo); CP (Controle Positivo); SE (5 esferas); 3E (3 esferas); ); Crescimento de fungos sinal (+); ndo

crescimento de fungo sinal (-). Fonte: (a autora).

Os controles utilizados garantiram a validade dos resultados. O controle negativo (CN)
confirmou a capacidade dos fungos de crescerem em meio Sabouraud sem intervencdo de
agentes antifungicos, enquanto o controle positivo (CP) demonstrou que as esferas estavam

estéreis antes da inoculagdo (CLSI, 2012).

Observou-se que os tubos contendo esferas formuladas apenas com alginato (Al e A2)
ndo apresentaram efeito significativo na inibi¢cdo do crescimento fiingico, mantendo a turbidez
do meio semelhante ao controle negativo. Tal resultado indica que o alginato de sodio, por si
s0, ndo possui propriedades antifungicas significativas (PAVIA et al., 2014), bem como o

hidrolato de melaleuca.

Nos testes com a amostra A3, verificou-se uma redu¢do do crescimento fingico em

comparagdo ao controle negativo, sugerindo que o ITZ encapsulado nas esferas foi liberado e
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exerceu efeito inibitdrio sobre os fungos. Tal efeito ¢ correlacionado com a eficicia do
itraconazol no tratamento da esporotricose, inibindo a biossintese de ergosterol, que ¢ essencial
para a integridade da membrana celular fungica (SILVA et al., 2018). No entanto, o crescimento
ndo foi completamente eliminado em algumas cepas, indicando que a liberagdo do farmaco
pode ter ocorrido de forma gradual, influenciada pela matriz polimérica de alginato (MAPA,

2020).

A amostra A4, que continha ITZ associado ao hidrolato de melaleuca, apresentou os
melhores resultados, com auséncia de crescimento fiingico em varios tubos de ensaio, conforme
observado na avaliacdo visual. Esse resultado sugere uma possivel sinergia entre o hidrolato e
o antiflingico, potencializando a inibi¢ao do fungo. Esse efeito pode estar relacionado a a¢ao do
terpinen-4-ol, composto majoritario do hidrolato de melaleuca, que atua desestabilizando a
membrana celular fungica e facilitando a penetragdo do ITZ (HAMMER et al., 2003). Estudos
prévios demonstram que o6leos essenciais, incluindo o de melaleuca, podem aumentar a
permeabilidade da membrana fungica e potencializar o efeito de antifungicos convencionais

(PAVELA & BENELLI, 2017).

As andlises confirmam que a encapsula¢do do ITZ em esferas de alginato preserva sua
atividade antifungica, sendo uma alternativa promissora para a administra¢do do farmaco. Além
disso, os resultados indicam que a adi¢@o do hidrolato de melaleuca pode otimizar a eficacia do
tratamento, tornando a formulagdo ainda mais eficiente no combate a Sporothrix spp. (SOUZA

etal.,2021).

Os achados reforcam a viabilidade da técnica como uma abordagem alternativa para o
tratamento da esporotricose felina, possibilitando o desenvolvimento de formulagdes mais bem
aceitas pelos animais e de facil administracdo, contribuindo para a redugdo da resisténcia ao

tratamento e da transmissdo da doenca (GREMIAO et al., 2020).

Nas figuras 21 e 22, podemos verificar a proliferacdo flingica, apos os 7 dias de
incubagdo das cepas S. brasiliensis (INCQS 40360) e 008/2014 para as amostras Al, A2, A3 e
A4.



Figura 20 —Resultados (ICF) da cepa S. brasiliensis (INCQS 40360) para as amostras A1, A2, A3 e A4.

Fonte: (a autora).

Figura 21 —Resultados (ICF) da cepa 008/2014 nas esferas das amostras A1, A2, A3 e A4.

Fonte: (a autora).

56



57

CAPITULO 7

Resumo: Este capitulo apresenta as conclusdes obtidas com o desenvolvimento da formulagao
de esferas de alginato contendo itraconazol, abordando sua viabilidade farmacotécnica, eficacia
antifiingica e aplicabilidade clinica no tratamento da esporotricose felina.

7 CONCLUSOES
Neste capitulo, descreve-se o conjunto de evidéncias obtidas ao longo do
desenvolvimento e caracterizagdo das esferas de alginato de sédio contendo itraconazol, com

foco na aplicacgdo terapéutica voltada a esporotricose felina.

A encapsulagio do farmaco itraconazol em esferas de alginato mostrou-se eficaz e viavel
do ponto de vista técnico e funcional. A producao das esferas por extrusdo idonica demonstrou
ser simples, econdmica e reprodutivel, resultando em unidades macroscopicas de dimensdes
adequadas a administracdo oral em felinos. As esferas apresentaram homogeneidade nos pesos e
diametros, com baixa variabilidade entre as unidades, fator crucial para a previsibilidade da
liberagdo do farmaco e que reforga o controle eficiente do processo produtivo (ver Apéndice A.1

e A.2 — Graficos de Distribui¢do dos Pesos e Didmetros das Esferas de Alginato).

A caracterizagdo fisico-quimica por espectroscopias FTIR e Raman confirmou a
presenca do itraconazol na matriz polimérica e evidenciou interagdes intermoleculares entre os
constituintes da formula¢ao, sem comprometer a integridade estrutural do alginato. Esses dados
apontam para a formagdo de um sistema monolitico estdvel e potencialmente eficaz para

liberagdo controlada do principio ativo.

A aplicagdo da microscopia eletronica de varredura (MEV) permitiu a observagao das
superficies das esferas, revelando colapso e contracdo dos poros durante a secagem, um
fendmeno tipico de sistemas alginato-base. No entanto, observou-se que a adi¢ao do farmaco e
do hidrolato de Melaleuca alternifolia promoveu alteragdes morfoldgicas importantes, como
aumento da porosidade, o que pode favorecer a difusdo do farmaco e otimizar sua

biodisponibilidade.

Nos ensaios de inibi¢do do crescimento fungico (ICF), as esferas contendo itraconazol
mantiveram atividade antifungica eficaz contra as espécies Sporothrix schenckii e Sporothrix
brasiliensis. As formulagdes que incluiram o hidrolato de melaleuca apresentaram desempenho

superior, indicando um efeito sinérgico entre o itraconazol e os compostos bioativos do
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hidrolato. Essa combinagdo pode potencializar a agdo terapéutica e ampliar o espectro de

atividade da formulacao.

Além da eficacia, destaca-se o aspecto funcional da forma farmacéutica: a estrutura
gelatinosa, manipuldvel e com possibilidade de saborizacdo torna as esferas mais atrativas para
os felinos, superando barreiras como o sabor amargo do itraconazol e a dificuldade de dosagem

precisa, problemas recorrentes em tratamentos convencionais.

Dessa forma, a formulacdo desenvolvida reine caracteristicas desejaveis de
palatabilidade, liberagdo controlada, estabilidade e manutencdo da atividade antifungica,
configurando-se como uma alternativa inovadora e promissora para a administracdo de
itraconazol em gatos. Os resultados obtidos abrem perspectivas para estudos complementares,
incluindo testes in vivo ¢ o desenvolvimento de formulagdes comerciais voltadas a medicina

veterinaria.
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CAPITULO 8

Resumo: Esse capitulo apresenta propostas para o aprofundamento da pesquisa, visando
validar e aprimorar a formulag¢ao desenvolvida.

8 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Recomenda-se a realizagdo de estudos de liberacdo in vitro com o intuito de analisar a
cinética do itraconazol em meios que simulem as condi¢des do trato gastrointestinal de felinos.
Testes de aceitabilidade também sdo sugeridos, com foco na resposta comportamental dos
animais e na adesdo ao tratamento. Além disso, propde-se a modulagdo da formulagdo por meio
da variacao da concentracdo de alginato, do teor de calcio utilizado na reticulagdo e da adicao
de agentes saborizantes, buscando maior palatabilidade e eficicia terapéutica. A aplicagdo de
analises térmicas, como DSC e TGA, pode contribuir para a avaliacdo da estabilidade fisico-
quimica da formulacdo e das possiveis interagdes entre seus componentes. Por fim, a utilizagdo
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ¢ indicada para quantificacdo precisa do
itraconazol encapsulado e para o monitoramento da liberacdo do farmaco ao longo do tempo,

fornecendo subsidios importantes para a validagdo biofarmacéutica do sistema.
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10 APENDICE

e APENDICE A — Distribuiciio dos Pesos e Diametros das Esferas

A Figura A.1 apresenta a distribui¢do dos diametros, figura A.2, das esferas de alginato
contendo itraconazol, evidenciando a homogeneidade dimensional das unidades produzidas.

Figura 222 - Apéndice A.1 Distribuigcdo dos didmetros das esferas
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