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RESUMO

QUINA, Demetrio de Almeida. Encapsulamento do firmaco itraconazol com alginato de
sodio e sabor carne para tratamento da esporotricose em gatos. Dissertagdo (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 relevancia zoonotica crescente no Brasil,
especialmente no estado do Rio de Janeiro. O tratamento com itraconazol, embora eficaz,
apresenta baixa adesdo por parte dos gatos, devido a rejei¢do ao sabor amargo e a dificuldade
de administracao forgada. Esta dissertacao propde a encapsulacao do farmaco itraconazol em
esferas de alginato de sddio saborizadas com extrato de carne, visando maior palatabilidade,
adesdo voluntaria e eficacia terapéutica. As esferas foram produzidas por gelificacdo i6nica e
caracterizadas por FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy), Raman, MEV
(Microscopia Eletronica de Varredura), HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e
ensaios de inibi¢do fungica. Os resultados confirmaram o encapsulamento, a interagdo entre
farmaco e matriz, e a atividade antifungica das formulagdes, especialmente na presenca de
proteinas do extrato de carne, sugerindo possivel sinergia com o farmaco. A proposta apresenta
viabilidade tecnoldgica e potencial aplicacdo no controle da esporotricose, oferecendo uma

alternativa eficaz, acessivel e adaptada ao comportamento alimentar felino.

Palavras-chave: Esporotricose felina, Itraconazol, Alginato de Sodio, Palatabilidade



ABSTRACT

QUINA, Demetrio de Almeida. Encapsulamento do farmaco itraconazol com alginato de
sodio e sabor carne para tratamento da esporotricose em gatos. Dissertagdo (Mestrado em
Engenharia Quimica). Instituto de Tecnologia. Departamento de Engenharia Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Feline sporotrichosis is a subcutaneous mycosis of increasing zoonotic relevance in Brazil,
especially in the state of Rio de Janeiro. Although itraconazole is an effective treatment, it often
shows low adherence by cats due to the drug's bitter taste and the difficulties of forced
administration. This dissertation proposes the encapsulation of itraconazole in sodium alginate
spheres flavored with meat extract, aiming to improve palatability, voluntary intake, and
therapeutic efficacy. The spheres were produced by ionic gelation and characterized by FTIR,
Raman spectroscopy, SEM, HPLC, and fungal growth inhibition assays. The results confirmed
the encapsulation, interaction between the drug and the polymer matrix, and antifungal activity
of the formulations, particularly in the presence of proteins from the meat extract, suggesting a
possible synergistic effect. This approach demonstrates technological feasibility and potential
application programs for controlling feline sporotrichosis, offering an effective, accessible, and

behaviorally adapted alternative for veterinary treatment.

Keywords: Feline sporotrichosis, Itraconazole, Sodium alginate, Palatability.
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1 INTRODUCAO

A administragdo oral de medicamentos em felinos domésticos apresenta desafios
significativos devido as particularidades fisiologicas e comportamentais da espécie. Gatos
possuem um repertdrio gustativo amargo bem desenvolvido, sustentado por pelo menos sete
receptores Taste receptor, type 2, member R (TAS2R) funcionalmente ativos, capazes de
reconhecer compostos de diversas estruturas quimicas, o que contraria a hipdtese de perda
adaptativa do amargor em carnivoros estritos (Lei et al., 2015). Essa sensibilidade se traduz em
elevada recusa de formulagdes amargas, com estudos clinicos apontando rejeicao de 84,5% para
solugdes aquosas e 58,8% para preparacdes oleosas aromatizadas, mesmo apds periodo de
habituagdo. Mini comprimidos neutros, quando oferecidos sem disfarce alimentar, sdo
ingeridos por menos da metade dos animais (Nichelason et al., 2022; Savolainen et al., 2019).
Além disso, pesquisas com tutores indicam alta frequéncia de resisténcia fisica durante a
administracao for¢ada, incluindo mordidas, arranhdes e cuspidas (Taylor et al., 2022).

Diante dessas barreiras, o desenvolvimento de formulagdes palataveis e de facil
administracdo tornou-se prioridade no tratamento de felinos. Estratégias como o uso de
excipientes nutracéuticos, exemplificado por mini tabletes de amlodipina contendo L-lisina,
mostraram-se eficazes na reducdo da percep¢do de amargor sem comprometer a liberagdo do
farmaco (Ekweremadu et al., 2020). Complexos de B-ciclodextrina também tém sido
amplamente utilizados para mascaramento de sabor, embora sua eficicia dependa da propor¢ao
B-ciclodextrina:farmaco e do pH (Adamkiewicz; Szeleszczuk, 2023). Avangos recentes incluem
micro e nano encapsulacao polimérica, utilizando matrizes de alginato, lipidios ou proteinas
para impedir o contato do principio ativo com as papilas gustativas e, em alguns casos, modular
a cinética de absor¢do (Mirzapour-kouhdasht et al., 2023).

Normativamente, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) exige comprovagao
objetiva de palatabilidade para novos farmacos veterinarios, recomendando painéis sensoriais
padronizados e dispositivos in vitro, como linguas eletronicas (European Medicines Agency,
2012). Entretanto, ha caréncia de métodos validados especificamente para felinos (Nichelason
et al., 2022; Savolainen et al., 2019), o que limita a aplicagdo pratica dessas exigéncias.

Paralelamente, destaca-se a relevancia de doengas fungicas emergentes na medicina
veterindria, com énfase na esporotricose, micose subcutianea causada por espécies do complexo
Sporothrix schenckii. Inicialmente descrito no final do século XIX por Benjamin Schenck, esse
complexo engloba fungos dimorficos capazes de alternar entre formas miceliais e
leveduriformes, caracteristica fundamental para sua patogenicidade (Barros, 2011). Avangos em

biologia molecular revelaram que o antigo conceito de S. schenckii englobava multiplas



espécies cripticas, incluindo S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. luriei (Rodrigues et
al., 2016). Entre elas, S. brasiliensis destaca-se pela alta viruléncia, maior adesdo celular,
invasao tecidual e evasao imunologica, sendo responsavel por surtos hiperendémicos no Brasil,
especialmente no estado do Rio de Janeiro (Rodrigues et al., 2014; Gremiao et al., 2017).

A epidemia de esporotricose felina no Rio de Janeiro, sustentada por uma populagdo
clonal de S. brasiliensis, contabilizou mais de 12 mil casos animais ¢ 9,5 mil casos humanos
entre 2013 e 2020 (Ferreira et al., 2025). A transmissao ocorre principalmente por arranhaduras
e mordidas de gatos infectados, mas também pode envolver goticulas respiratorias, ampliando
os riscos de contagio (Bastos et al., 2022). Fatores como alta densidade de gatos errantes,
auséncia de controle reprodutivo e baixa cobertura de servigos veterindrios contribuem para a
manutengao da endemia (Falcdo et al., 2022).

Apesar de a esporotricose ser de notificagao obrigatdria no Rio de Janeiro desde 2013
(SES-RJ, 2013), a vigilancia permanece fragmentada entre os setores humano e animal,
prejudicando a eficacia das medidas de controle. Estratégias como castragdo em massa,
campanhas de conscientizacao, ampliacao da rede diagnostica e tratamento gratuito, associadas
a protocolos terapéuticos padronizados, sao essenciais para conter a expansao da zoonose.

Diante desse cenario, este trabalho propde o desenvolvimento de um sistema de
encapsulamento do itraconazol em esferas de alginato de sodio saborizadas com extrato de
carne, buscando unir a eficacia antifungica do farmaco a melhoria da aceitagao oral pelos gatos.
A escolha da matriz polimérica baseia-se em sua biocompatibilidade, capacidade de formar géis
estaveis e potencial para mascarar o sabor amargo, enquanto a adicdo de extrato de carne visa
aumentar a palatabilidade e propiciar a administragdo oral direta e voluntéria. A investigacao
contemplara analises fisico-quimicas, espectroscopicas e microbioldgicas, bem como testes de
liberacdo e de estabilidade, visando estabelecer um protétipo seguro, eficaz e adaptado as

particularidades da espécie felina.

2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Paladar dos gatos e a administracio oral de medicamentos

Os gatos domésticos dispdem de um repertério gustativo amargo bem desenvolvido,
composto por pelo menos sete receptores TAS2R funcionalmente ativos (Lei et al., 2015), esses
receptores respondem a compostos de estruturas quimicas diversas, revelando ampla
plasticidade sensorial e contrariando a hipotese de perda adaptativa do amargor em carnivoros

estritos.



Os gatos domésticos (Felis catus) mantém, mesmo apds a domesticagdo, a condig¢do de
carnivoros estritos, o que impode exigéncias particulares ao manejo alimentar. Diferente de
animais onivoros, eles necessitam que sua dieta seja baseada em ingredientes de origem animal,
com alta concentragdo proteica e lipidica, e baixo teor de carboidratos, pois alimentos com
predominancia vegetal ndo atendem as suas preferéncias nem as suas necessidades nutricionais
(Zoran, 2002; Plantinga et al., 2011). Além disso, estudos apontam que os gatos apresentam
aversao natural a sabores amargos, o que limita a aceitacdo de dietas com aditivos ou
ingredientes de perfil gustativo inadequado (Hewson-Hughes et al., 2016). Nesse sentido,
compreender o carater estritamente carnivoro desses animais ¢ fundamental para formular
alimentos palataveis e nutricionalmente adequados, capazes de garantir tanto a aceitagdo quanto
a manutencao da satide ao longo da vida. Nas figuras 1 e 2 ilustram como o gato doméstico
conserva os habitos de caga dos gatos selvagens.

A magnitude desse obstaculo comportamental ¢ evidente em ensaios de aceitag@o
clinica: 84,5 % dos gatos recusam formulagdes aquosas amargas e 58,8 % rejeitam preparagdes
oleosas aromatizadas, mesmo apods periodo de habituagdo (Nichelason et al., 2022). Mini
comprimidos neutros, quando oferecidos sem disfarce alimentar, sao ingeridos por menos de
50 % dos animais (Savolainen ef al., 2019). Além disso, pesquisa on-line com mais de 1 200
tutores relatou 77 % de mordidas/arranhdes e 78,7 % de cuspidas durante a administragdo direta
de medicamentos (Taylor et al., 2022).

Diante desse cendrio, formulagdes palataveis sao prioridade na medicina felina. Mini
tablets de amlodipina contendo L-lisina reduziram a percepcdo de amargor sem alterar a
cinética de dissolugdo in vitro, demonstrando o potencial de excipientes nutracéuticos como
flavorizantes (Ekweremadu et al., 2020). No mascaramento de sabor, os complexos de inclusao
com B-ciclodextrina atuam sequestrando transitoriamente o firmaco na saliva e reduzindo a
fracdo livre que alcanga os receptores amargos, efeito cuja magnitude depende da razdo molar
B-ciclodextrina : fA&rmaco, da constante de estabilidade do complexo e do pH (Adamkiewicz;
Szeleszczuk, 2023).

Emerge, ainda, o uso de micro e nano encapsulacao polimérica: particulas de alginato,
lipidicas ou proteicas impedem o contato do farmaco com papilas gustativas, podendo também
modular a cinética de absor¢ao gastrica (Mirzapour-Kouhdasht et al., 2023).

Do ponto de vista normativo, a European Medicines Agency (EMA) ja exige
comprovagao objetiva de palatabilidade para novos medicamentos veterinarios, recomendando
painéis sensoriais padronizados e dispositivos in vitro como linguas eletronicas (European

Medicines Agency, 2012). Embora isso impulsione um desenvolvimento mais robusto, a



revisdo bibliografica constatou uma caréncia de métodos validados especificamente para
felinos (Nichelason et al., 2022; Savolainen et al., 2019).

Apesar dos avangos, persiste uma lacuna critica: E preciso formula¢des destinadas a
administragao voluntaria, sem disfarce alimentar, pois a maioria das estratégias atuais depende

da mistura com alimento — pratica frequentemente ineficaz (Savolainen et al., 2019; Taylor et
al.,2022).

Figura 1 — Gato predando uma pequena ave* Figura 2- Gato selvagem predando um flamingo**

Fonte: Terra Incognita, 2022. Fonte; Stogsdill, 2022

*Os gatos domésticos extinguiram mais animais do que qualquer outro predador - Fonte: Lopez-Blanco, Moisés

2024. ** Foto premiada em concurso internacional de imagens da natureza

2.2 O Complexo Sporothrix Schenckii

O género Sporothrix foi inicialmente descrito no final do século XIX por Benjamin
Schenck, a partir de um caso humano com lesdes cutaneas nodulares (Barros et al., 2011).
Sporothrix schenckii foi por décadas considerado a inica espécie de importancia clinica dentro
do género, sendo classificado como fungo dimorfico saprofitico, amplamente distribuido no
solo, plantas, matéria orginica em decomposi¢do e ambientes Umidos. Sua principal
caracteristica biologica ¢ a termodimorfia: cresce na forma filamentosa (micélio septado) em
temperatura ambiente (25-28 °C) e converte-se a forma leveduriforme em temperaturas
fisiologicas (35-37 °C), o que esta associado a sua capacidade de sobreviver e multiplicar-se
em tecidos animais. Essa mudan¢a morfologica envolve a expressdo diferencial de genes,
alteragdo na composicdo da parede celular e na antigenicidade, influenciando tanto a

patogenicidade quanto a evasdo da resposta imune (Barros et al., 2011). O fungo apresenta



grande plasticidade ecologica, sendo isolado de substratos vegetais como musgos, roseiras e
feno, bem como de superficies contaminadas por secrecdes de animais infectados (Rodrigues
et al., 2016). As figuras 3, 4, 5 e 6 ilustram as formas de levedura e filamentosa dos fungos
Sporothrix spp.

A evolucdo das técnicas de biologia molecular, especialmente o sequenciamento de
regides ITS (Internal Transcribed Spacer) e genes como calmodulina e B-tubulina, permitiu a
reclassificagdo taxondmica do género Sporothrix. Essas andlises revelaram que, o que antes se
designava genericamente como Sporothrix schenckii consistia, na verdade, em um complexo
de espécies cripticas com diferencas genéticas, fenotipicas e epidemioldgicas significativas
(Rodrigues et al., 2016). Atualmente, reconhecem-se espécies como S. schenckii sensu stricto,
S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. luriei como patogenos primarios, além de outras
espécies ambientais nao patogénicas. Essa diferenciagdo tem implicagdes diretas para a saude
publica e veterindria, pois algumas espécies apresentam maior contagio, resisténcia intrinseca
a antifingicos e padrdes epidemioldgicos especificos (Teixeira et al., 2015; Gremido et al.,
2017).

Identificado como espécie distinta em 2007, Sporothrix brasiliensis emergiu como o
agente mais predominante de esporotricose zoondtica no Brasil, especialmente em dareas
urbanas e periurbanas com alta densidade de felinos. S. brasiliensis apresenta capacidade
aumentada de adesdo celular, invasdo tecidual e evasdo imunologica, além de induzir respostas
inflamatérias mais intensas que outras espécies do complexo (Rodrigues et al., 2014). Sua
disseminagdo estd fortemente associada a transmissao direta entre gatos, que podem carregar
elevadas cargas fungicas em lesdes ulceradas e secrecdes, favorecendo o contagio de outros
animais ¢ humanos (Gremiao et al., 2017). Dados epidemiolédgicos indicam que, em surtos no
estado do Rio de Janeiro, S. brasiliensis foi responsavel por mais de 90% dos isolados
identificados, com tendéncia de expansao para outras regioes e paises vizinhos (Rodrigues et
al., 2014; Gremiao et al., 2017). Além de sua elevada viruléncia, a espécie apresenta menor
suscetibilidade in vitro a alguns antifingicos, como itraconazol (em regimes subterapéuticos) e
anfotericina B (em casos refratarios), fato que reforca a necessidade de protocolos terapéuticos
bem estruturados, diagnostico precoce ¢ medidas integradas de vigilancia e controle

populacional felino (Rodrigues et al., 2014; Gremiao et al., 2017).



Figura 3 - Colonias da forma filamentosa de Sporothrix spp.*

*Cultivo em 4gar Sabouraud com
cloranfenicol a 25°C — O fungo produz
melanina, e por isso as colonias ganham

coloragdo escura com o passar dos dias.

Fonte: UFRRYJ, acervo institucional, [s.d].

Figura 4 - Microscopia de leveduras de Sporothrix spp.* Figura 5 - Microscopia de leveduras de Sporothrix spp.**

Fonte: UFRRYJ, acervo institucional, [s.d].*forma parasitaria em lamina corada com panotico rapido (1000x)

lamina feita a partir de swab de lesdo em felino. **forma parasitaria em ldmina corada com fucsina (1000x) lamina

feita a partir de swab de lesdo em felino.



Figura 6 - Laminas da forma filamentosa de Sporothrix spp.*

Fonte: UFRRIJ, acervo institucional, [s.d].*coradas com Lactofenol Azul de Algoddo (400x) — foram feitas a partir
de colonias cultivadas a 25°C. Hifas hialinas septadas, com conidi6foros curtos e conidios em forma lagrima em
arranjos de margaridas.

2.3 Esporotricose felina no Rio de Janeiro

A epidemia hiperendémica de esporotricose no Estado do Rio de Janeiro persiste hd mais
de duas décadas, sustentada por uma populacdo clonal altamente virulenta de Sporothrix
brasiliensis, responsavel por dezenas de milhares de casos de esporotricose em felinos e
humanos desde o final da década de 1990. Analises genomicas desses isolados revelam baixa
variabilidade intraespecifica e forte sinal de expansdo recente, reforcando a hipdtese de um
surto clonal continuo. Essa uniformidade genética favorece elevada adaptacdo ao hospedeiro
felino e explica a alta taxa de ataque observada em populagdes urbanas de gatos (Boechat et al.,
2022).

A esporotricose felina, causada sobretudo pelo Sporothrix brasiliensis, ¢ considerada
hiperendémica na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, com 12.532 casos animais € 9.552
humanos notificados entre 2013 e 2020, evidenciando forte ligagao zoonética (Ferreira et al.,
2025). Essa doenga emergente tem sua proliferagao favorecida pelo convivio intenso entre gatos
e humanos em ambientes urbanos periféricos, pelo aumento de populacdes felinas sem controle
reprodutivo e pela transmissdo eficaz via arranhaduras e mordidas, em especial em
comunidades com menor acesso a servigos veterinarios e de satde (Scientific Society Journal,
2024; Vet. Zootec., 2022). No Rio de Janeiro, desde 2013, a esporotricose ¢ doenca de
notificacao obrigatoria, o que tem permitido alguma organizagao da vigilancia epidemiologica;
além disso, o Centro de Controle de Zoonoses recebe dentincias por meio da central 1746 e
dispde de inspe¢des para animais suspeitos (SES-RJ, 2013; Prefeitura do Rio, 2025). Contudo,
a vigilancia segue fragmentada entre os setores humano e animal, o que dificulta a compreensao

completa da dindmica da doenga e a efetividade das medidas (Ferreira et al., 2025). Tornam-se



urgentes acdes integradas, como programas permanentes de castracdo e controle populacional
de felinos, campanhas de conscientizacdo comunitaria e vacinagdo, ampliacdo das redes de
diagnostico precoce e tratamento gratuito com acompanhamento clinico, atendendo as areas
mais vulneraveis e periféricas, para contengao eficaz da zoonose. A figura 7 ilustra, através do
mapa de kernel, os municipios do Rio de Janeiro mais afetados pela zoonose no periodo de
1997 a 2007, os municipios mais afetados foram: Sdo Jodo de Meriti, Duque de Caxias,

Nilopolis, Nova Iguacu, Mesquita, Belford Roxo e Rio de Janeiro.

Figura 7 - Mapa de kernel dos casos de esporotricose, entre 1997-2007*

Keme

Baba densidade

Média densidade

Alta densidade
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Fonte: Silva et al., 2012. *segundo municipio de residéncia na Regido Metropolitana do Estado do Rio de

Janeiro, Brasil, com destaque das localidades de transmissao intensa.

Gatos sintomadticos carregam cargas fingicas significativamente maiores em cavidade
oral e garras, enquanto felinos saudaveis, ainda que expostos ao mesmo ambiente, raramente
apresentam colonizagao detectavel, confirmando o papel do gato infectado como reservatorio e
fonte primaria de infec¢do. Esses dados justificam triagem microbioldgica sistematica de gatos

com lesdes cutineas suspeitas (Macédo-Sales et al., 2018).



Embora o contato traumatico (arranhdes e mordidas) continue a via classica de contagio,
pesquisa experimental mostrou que goticulas respiratérias originadas de espirros de gatos
doentes podem transportar leveduras viaveis de S. brasiliensis, ampliando os cendrios de risco
e exigindo protocolos de biosseguranga como uso de madscaras, higienizacdo de superficies e
ventilagdo adequada (Bastos et al., 2022). A detec¢do esporadica de acido desoxirribonucleico
(DNA) de S. brasiliensis no solo urbano indica reservatdrio ambiental secundario, porém com
relevancia epidemiologica inferior a transmissao gato-gato ou gato-humano (Rossow et al.,
2020).

Do ponto de vista clinico, a doenga se manifesta majoritariamente como nddulos e ulceras
cutdneas na cabega, membros e cauda, frequentemente acompanhadas de rinite fingica com
espirros e secre¢do nasal (Gremido et al., 2015). Lesdes mucosas ou disseminagao sistémica —
acometendo olhos, pulmdes e linfonodos — ocorrem em cerca de 10-20 % dos casos felinos,
particularmente naqueles com carga fungica elevada ou coinfec¢des bacterianas (Gremido et
al., 2015). Andlises espago-temporais evidenciam expansdo centrifuga dos focos para bairros
periféricos socioeconomicamente vulnerdveis, onde alta densidade de gatos errantes,
subnotificacdo de casos e baixa cobertura de servigos veterinarios dificultam o controle (Falcao
etal.,2022).

O itraconazol (ITZ) consolidou-se como o fairmaco de primeira escolha e padrao-ouro no
tratamento da esporotricose felina pela elevada eficacia clinica, seguranca e boa tolerabilidade
em regimes prolongados; diretrizes e sumarios terapéuticos recomendam ITZ por via oral (5—
10 mg/kg/dia) até a remissdo completa e por ao menos 30 dias adicionais para reduzir recidivas
(Gull; Abuelo, 2024; Lloret et al., 2013). Em ensaio clinico randomizado com 166 gatos, o [TZ
permaneceu a base do tratamento e a associagdo com iodeto de potassio aumentou a chance de
cura e encurtou o tempo terapéutico frente a monoterapia, reforgando o papel do ITZ como pilar
terapéutico (Reis et al., 2024). Ainda ha a melhor relacdo eficdcia—seguranga do ITZ frente a
alternativas como cetoconazol (mais hepatotoxico) e anfotericina B (nefrotoxicidade),
reservando estas para casos especificos ou refratarios (Gremido et al., 2022). Em conjunto,
recomendacgdes, evidéncia clinica e perfil farmacoldgico sustentam o ITZ como opgdo mais
efetiva e segura para o manejo de rotina da esporotricose felina (Gull; Abuelo, 2024; Gremiao

etal., 2022; Reis et al., 2024). A figura 8 ilustra gatos com esporotricose € a remissao da doenga.
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Figura 8 — Gato com les@o de esporotricose na face* Figura 9 — Gato curado da esporotricose**

P

Fonte: Soares, 2018. *Paciente felino do sexo masculino de um ano no momento do primeiro atendimento pata
tratar esporotricose. **Paciente felino do sexo masculino de um ano com remissdo completa das lesdes apos 65

dias de tratamento.

A luz da persisténcia do contagio, estratégias One Health tornam-se essenciais:
integracdo de vigilancia veterinaria, humana e ambiental; padronizagao diagnostica com cultura
+ PCR em tempo real; campanhas de castragdo para reduzir brigas; educagdao sobre posse
responsavel e profilaxia pds-exposicao; e bancos de dados unificados para mapear hotspots em
tempo real (Rossow et al., 2020; Falcao et al., 2022; Macédo-Sales et al., 2018).

Em sintese, a esporotricose felina no Rio de Janeiro configura um modelo de micose
zoonoOtica emergente mantida por patdgeno clonal, alta densidade felina urbana e
vulnerabilidades socioeconomicas. O controle efetivo depende da combinagdo de terapias
antiflingicas otimizadas, intervencdes de satde publica baseadas em evidéncias e estrita adesao
a principios One Health para interromper a transmissdo zoonotica e prevenir novas ondas

epidémicas (Rossow et al., 2020).

2.4  Alginato de sddio

O alginato de sodio (Na-Alg) ¢ um polissacarideo anidnico naturalmente presente na
parede celular de diversas algas marrons pertencentes as ordens Laminariales e Fucales. A
biomassa dessas algas, colhida em regides temperadas ou subarticas, sofre inicialmente um
processo de limpeza para remocao de sais e areia, seguido de desmineralizagdo acida branda.

Em etapa subsequente, aplica-se extragdo alcalina (geralmente com Na.COs ou NaOH a 60—80
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°C), solubilizando o polissacarideo em forma de alginato sodico. A solugdo viscosa obtida ¢
filtrada a vacuo e submetida a precipitagdo controlada, convertendo-se primeiro em alginato de
calcio, depois novamente em alginato de sodio por troca idnica, antes da secagem final por
atomizacao ou liofilizagdo. Fatores como espécie da alga, época de colheita e intensidade de
pré-tratamento repercutem diretamente no rendimento (20—45 % p/p) e na propor¢do entre
blocos gulurdénicos (G) e mannurénicos (M) (Rahman et al., 2024).

Quimicamente, o Na-Alg consiste em unidades repetitivas de acido B-D-manurdnico
(1—4) e acido o-L-gulurénico (1—4) distribuidas em blocos (MM, GG ¢ GM). Essa
microarquitetura confere grande polidispersidade estrutural: alginatos ricos em blocos GG
formam redes mais rigidas quando expostos a cations divalentes, enquanto fracdes MM
elevadas resultam em solugdes de alta viscosidade, porém géis mecanicamente frageis. A razao
M/G pode variar de 0,4 a 2,0 dependendo da espécie, sendo que valores inferiores a 0,6
costumam produzir hidrogéis com modulo de armazenamento superior a 100 kPa, adequados a
aplicacdes em engenharia dssea (Wang et al., 2025).

O fendmeno de gelificacao i6nica constitui o ponto chave da versatilidade tecnoldgica
do Na-Alg. Em meio fisiologico, cations Ca?* difundem-se pela matriz e se coordenam a pares
de grupos carboxilato adjacentes em segmentos GG, originando a chamada estrutura “egg-box”.
A densidade de jungdes, determinada pela concentragdo de Ca?" e pela fragdo G, controla
porosidade, taxa de intumescimento e velocidade de degradacdo do hidrogel. Como
demonstrado por andlises, microscopia, ajustes de pH, adicdo de quelantes fosfatados ou
emprego de cations concorrentes (Ba?*, Sr?**) possibilitam modular reversivelmente as
propriedades mecanicas e a difusdo de solutos, credenciando o alginato a sistemas responsivos
de farmacos (Ren et al., 2024).

O método de extrusao, também chamado de simple dripping, ¢ uma das técnicas mais
utilizadas para a producao de particulas de alginato por gelificagdao i6nica com calcio, dada sua
simplicidade e ampla aplicagdo em escala laboratorial. Nesse processo, a soluc¢do de alginato ¢
extrudada gota a gota por meio de uma seringa ou bomba peristaltica diretamente em um banho
de cloreto de célcio, onde ocorre a gelificacao imediata da superficie das gotas. O tamanho e a
morfologia das esferas obtidas sdo influenciados por fatores como viscosidade da solugdo,
didmetro da agulha, altura de queda e taxa de fluxo da extrusdo, podendo variar tipicamente na
faixa milimétrica. Apesar de gerar particulas relativamente grandes e apresentar limitagdes
quanto a escalabilidade, o método de extrusao ¢ amplamente empregado para encapsular

células, 6leos, enzimas, extratos vegetais e compostos bioativos, sendo uma abordagem versatil
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e eficiente para estudos de encapsulamento em sistemas de alginato (Ching S.H. et al., 2017).

A figura 9 ilustra o processo de gelificagdo por extrusdo.

Figura 10 - Processo de gelificagdo por extrusao*.
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Fonte: Adaptado de Juarez et al., 2014. *formacao de sistema “egg-box” no processo de gelificagdo por extrusdo.

Figura 11 — Destaque na formagao do sistema “egg-box”
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Fonte: Adaptado de Juarez et al., 2014.

Do ponto de vista bioldgico, o Na-Alg exibe citotoxicidade minima, capacidade
hemostatica moderada — devida a liberagdao de Ca*" — e raros relatos de reacdo imunolédgica
significativa in vivo. Esse historico de seguranca levou a sua inclusdao em trés compéndios
normativos de referéncia.: A United States Pharmacopeia (USP), National Formulary (NF) ¢ a
USP 47-NF 42, 2024. Esta que publica a monografia: “Sodium Alginate”. A qual fixa critérios

oficiais de identidade, espectro IR, pureza, cinzas sulfatadas, metais pesados e viscosidade.
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Qualquer insumo rotulado com “qualidade USP” deve atender a estes requisitos, o que facilita
a submissdo de dossi€s a Food and Drug Administration (FDA). De forma andloga, a European
Pharmacopeia (Ph. Eur.) (Council of Europe, 2023) lista o polimero como excipiente e agente
de suspensao, definindo métodos validados e limites de contaminantes exigidos para o registro
de medicamentos nos 39 Estados signatarios da Conven¢ao Farmacopeica Europeia. Ja o codigo
E-401, atribuido pelo Regulamento (CE) n.° 1333/2008 e pelo Sistema Internacional de
Numeracao (INS) de aditivos alimentares, atesta que o alginato de sodio foi submetido a
avaliacdo toxicologica e pode ser empregado como espessante e gelificante em alimentos, sob
regime quantum satis. A presenca simultanea em USP, Ph. Eur. e na lista E-401 comprova um
padrao de qualidade internacional, simplifica a aprovagdo regulatoria de novos produtos e
garante reprodutibilidade. Além disso, a biodegradacao do Na-Alg ocorre por troca idnica com
cations monovalentes e pela acao de alginases endogenas ou bacterianas, resultando em meias-
vidas que variam de poucos dias, em géis pouco reticulados, a varias semanas, em hidrogéis
densos. Esses atributos, somados a robusta aceita¢do regulatoria, sustentam aplicagdes que vao
de curativos para feridas exsudativas e scaffolds tridimensionais para regeneracao de cartilagem
a biotintas para impressao 3D e matrizes encapsulantes de farmacos hidrofobicos, probidticos

ou células vivas (Lai et al., 2024).

2.5 Sistemas de liberagao prolongada a base de alginato para tratamentos antifingicos

Historicamente, os sistemas classicos de administragdo de farmacos, como comprimidos
e solugdes de liberagcdo imediata, dominaram a terapéutica farmacoldgica ao longo do século
XX, ainda que limitados pelo controle deficiente das concentragdes plasmaticas e pela
necessidade de multiplas doses diarias (Langer, 1990). O avango da ciéncia dos materiais
possibilitou a introdugdo dos sistemas de liberagao controlada, nos quais a cinética de liberagao
¢ modulada para reduzir oscilagdes plasmaticas, minimizar efeitos adversos e otimizar a adesao
ao tratamento (Siepmann; Siepmann, 2008). Dentro desse contexto, destacam-se os sistemas
multiparticulados, compostos por multiplas unidades discretas (como granulos, pellets e
microesferas) que oferecem maior homogeneidade da liberagdao no trato gastrointestinal; um
exemplo relevante ¢ o itraconazol comercial, que se apresenta em capsulas contendo pellets
recobertos para modular sua dissolu¢do. Em paralelo, os sistemas matriciais — baseados na
dispersdo do farmaco em uma matriz polimérica que regula sua difusdo e liberacdo —
consolidaram-se como estratégia versatil e de grande aplicabilidade, sendo o modelo adotado

no presente trabalho para a formulagao de esferas de alginato (Park, 2014). Dessa forma, a
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evolucdo de sistemas cldssicos para estratégias controladas, incluindo multiparticulados e
matriciais, representa um marco na farmacoterapia moderna, unindo eficacia clinica, seguranga
e inovagao tecnologica. As figuras 12, 13 e 14 ilustram sistemas matriciais e multiparticulados
de farmacos e um esquema grafico do sistema de liberagdo controlada em comparagdo com a

liberagdo imediata.

Figura 12 — Esquema grafico de representacéo dos sistemas de liberagdo*

dose 4

Concentragao Sangiiinea

ksub-terapéutica

¢

 J

Tempo

Fonte: Primo 2006.*linha azul (terapia classica de liberagdo imediata), linha vermelha (terapia de liberagdo

controlada)

Figura 13 — Sistemas de administragdo de farmacos*

*Esferas amarelas representam o
farmaco ITZ. o sistema
multiparticulados em capsula dura

:] w ¢ uma representacio do ITZ

comercial. No sistema matricial

estd representado o alginato com o
ITZ encapsulado em seu interior —

Esfera de alginato proposta desse trabalho.

Capsula dura

Sistema multiparticulado
(pellets) Sistema matricial

Fonte: O autor.
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O encapsulamento de farmacos em matrizes de alginato de calcio tem sido amplamente
investigado como uma abordagem eficiente para superar barreiras farmacocinéticas e otimizar
a administracdo de agentes antifungicos. A versatilidade desse biopolimero permite sua
aplicacdo em diferentes formatos, como micro € nanoparticulas, filmes, géis e revestimentos,
que podem ser adaptados de acordo com as necessidades do tratamento. Esses sistemas
apresentam vantagens expressivas, como a reducdo da toxicidade, a diminuicdo da dose
necessaria, o prolongamento do tempo de agdo e a melhora da biodisponibilidade oral de
diversos antifungicos. Essas propriedades derivam nao apenas da capacidade do alginato de
formar redes poliméricas tridimensionais capazes de reter e proteger moléculas bioativas, mas
também de sua habilidade em modular a liberagdo de forma dependente de parametros como
pH, tempo de transito gastrointestinal e presenca de ions no meio (Spadari et al., 2017).

No caso dos antifungicos da classe dos azo6is, como itraconazol, fluconazol, econazol e
clotrimazol, a utilizagdo de sistemas de liberacdo a base de alginato de célcio tem potencial para
contornar limitagcdes importantes. Estes compostos apresentam baixa solubilidade aquosa e,
frequentemente, absor¢ao oral varidvel, o que compromete a eficacia terapéutica. A
incorporagdo desses farmacos em sistemas de alginato ndo apenas os protege de condigdes
adversas — como degradagdo enzimatica ou variagdes bruscas de pH —, mas também
proporciona uma liberagdo mais controlada, que mantém concentragdes plasmaticas
terapé€uticas por periodos mais longos (Spadari et al., 2017). Embora ainda sejam relativamente
escassos os trabalhos que explorem diretamente o encapsulamento de itraconazol nesse tipo de
matriz, a experiéncia acumulada com outros azois fornece uma base solida para considerar sua
aplicacdo, visto que resultados positivos incluem aumento da biodisponibilidade, reducao da
toxicidade sistémica e melhoria da adesdo ao tratamento (Dherange et al., 2025).

Os avangos tecnoldgicos no processamento do alginato tém possibilitado a criagao de
sistemas de liberagao cada vez mais sofisticados e reprodutiveis. Métodos modernos, como a
producdo de microesferas via emulsdes duplas ou por gelificagdo controlada, permitem nado
apenas encapsular farmacos hidrofobicos de forma eficiente, mas também ajustar parametros
criticos como esfericidade, diametro médio ¢ distribuicdo de tamanho. A fabricagao de
microesferas de alginato por gelificagao induzida por difusdo em goticulas de emulsao dupla
tem mostrado elevado controle sobre a morfologia e a porosidade da matriz, o que se traduz em
perfis de liberagdo mais previsiveis e adaptaveis as exigéncias do tratamento. A consisténcia
estrutural obtida por esses métodos ¢ fundamental para assegurar que cada lote de formulagao
tenha desempenho semelhante, requisito indispensavel para aplicagdes farmacéuticas (Xia et

al., 2024).
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O processo de formagao das particulas ¢ influenciado por fatores fisico-quimicos que
vao desde a viscosidade da solugdo de alginato até a tensdo superficial do banho de célcio
utilizado para a reticulacdo. Alteracdes nessas variaveis impactam diretamente o formato, a
integridade estrutural e a eficiéncia de encapsulamento das microesferas. Solugdes mais
viscosas tendem a gerar particulas maiores e mais resistentes, enquanto a modulagdo da tensao
superficial pode favorecer a formacdo de microesferas mais uniformes e com menor tendéncia
a coalescéncia. Esse controle fino ¢ particularmente relevante quando se busca uma liberagdo
sustentada e reprodutivel de antifingicos ao longo do tempo (Davarci et al., 2017).

Além das aplicacdes voltadas a administragdo oral de farmacos, estudos recentes
destacam a versatilidade do alginato como material de suporte para agentes antifingicos em
outras areas, como curativos medicados, revestimentos antimicrobianos para superficies e
embalagens ativas. A modificagdo quimica do alginato para a obtencao de derivados com
propriedades intrinsecas antifungicas amplia seu espectro de aplicagdo e possibilita a
combinacdo de acdo fisica (barreira e controle de liberagdo) com agdo bioquimica direta sobre
o microrganismo. Essas inovagdes indicam que, além de funcionar como carreador, o alginato
pode ser funcionalizado para desempenhar um papel terapéutico ativo (Alhussaini et al., 2025).

Diante desse conjunto de evidéncias, observa-se que os sistemas baseados em alginato
de calcio reunem caracteristicas desejaveis para o desenvolvimento de formulagdes
antifungicas mais seguras e eficazes (Spadari; Lopes; Ishida, 2017; Dherange et al., 2025; Xia
et al., 2024; Davarci et al., 2017; Alhussaini et al., 2025). Para farmacos da classe dos azois,
em particular, essa plataforma oferece solu¢des para problemas como baixa solubilidade,
absorcado irregular e necessidade de doses elevadas ou frequentes (Dherange et al., 2025). Ao
modular a taxa de liberacdo, proteger o principio ativo das condi¢cdes adversas do meio
gastrointestinal e potencialmente melhorar a biodisponibilidade, o alginato se confirma como
um excipiente-chave na busca por terapias antifingicas mais eficientes, com impacto positivo
na eficacia clinica e na adesdo ao tratamento (Spadari et al., 2017; Dherange et al., 2025;

Alhussaini et al., 2025).

3.0 OBIJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Preparo e caracterizacdo de amostras para encapsulacdo de itraconazol em esferas de
alginato de sodio saboradas com extrato natural de carne.



17

3.2 Objetivos Especificos
e Produzir esferas de alginato de sdédio contendo itraconazol por meio da gelificagdo

16nica utilizando o método de extrusdo em banho de cloreto de céalcio.

o Avaliar parametros fisico-quimicos e tecnologicos das esferas, como eficiéncia de

encapsulamento, tamanho, peso, morfologia e estabilidade.

e Incorporar extrato natural de carne as formulagdes, de modo a adequé-las as
preferéncias gustativas dos gatos e possibilitar aceitagdo voluntaria, sem necessidade de

administracdo forcada.

o Analisar a viabilidade tecnoldgica e econdmica da formulagdo visando sua futura
aplicacdo em programas de tratamento e controle da esporotricose em unidades de satde
publica veterinaria, considerando o potencial de melhorar a adesdo ao tratamento e

reduzir os impactos epidemiologicos dessa zoonose.

4.0 MATERIAIS

Os materiais utilizados foram divididos em grupos de vidrarias, reagentes e
equipamentos, conforme as tabelas 1,2 e 3

Tabela 1 — Vidrarias e materiais de laboratdrio

Vidrarias materiais de laboratorio
Agitadores magnéticos Espatulas inox

Balao volumétrico de 500 mL  Peneira inox 200um

Produgio Bastoes de vidro Pinga inox
Béqueres de 50 mL Vidros relogio
Béqueres de 150 mL Provetas de 100 mL
Seringas plésticas padrao de
30mL
(EICFI)*

Tubos de ensaio com tampas

* EIFI (Ensaio de Inibi¢cdo do Crescimento Fungica In vitro)
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Reagentes

Producio

Sal de Alginato de Sodio (Sigma-Aldrich)

CaClh P.A

Agua destilada

Itraconazol comercial Geolab 100 mg

(EICFI)

Agar Sabouraud dextrose

Cloranfenicol solidificado

Soluc¢ao salina estéril

Tabela 3 — Equipamentos

Equipamentos usados na:

Produciao Balanga analitica AY220

Agitador magnético com
aquecimento C-MAG HS 7

(Marte) (IKA)
Balanga analitica AY220 Paquimetro 100.002
o~ (DIGIMESS),
Medigdo (Marte) Graduagao 0,02 mm,
exatiddo +/- 0,03mm
Capela de fluxo laminar Estufa/incubadora BOD

vertical modelo PA-115

(Demanda  Bioquimica  de

(EICFI)
(Pachane) Oxigénio) mantida a 36 °C
Bico de bunsen Alca de manipulagdo
Pinga de dissecacao Micropipetas de 1puL e 100 pL
Estante para al¢a e tubos
Cromatografo liquido de alta Espectrometro RAMAN
.~ eficiéncia (HPLC)
Caracterizacao . - -
Espectrometro FTIR Microscopio  Eletronico  de
(Analises)

Varredura (MEV)

Reagentes e equipamentos sdo ilustrados na figura 14 abaixo:
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Figura 14 — Reagentes e equipamentos — capsula de itraconazol comercial aberta

Fonte: O autor.

5.0 METODOS
5.1 Analises fisico-quimicas, producio e classificacao

Foram realizadas as andlises de FTIR na Central Analitica Multiusuério do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os espectros de FTIR/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.

Foram realizadas as andlises de RAMAN no Laboratorio Interdisciplinar para o
Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN) do Departamento de Engenharia Quimica 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 unico: 785 nm.

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.

As analises HPLC foram feitas na UFRRIJ, no Instituto de Quimica (IQ), no Laboratdrio
de Cromatografia, no equipamento HPLC SHIMADZU — PROMINENCE LC-20AT, CBM-
20 A analise foi operacionalizada da seguinte forma: Em um tudo de centrifuga foi colocado
10 esferas (C6 ou C8) imersas em 25ml de agua destilada e da solugdo foram retiradas aliquotas

de 2ml com reposi¢ao de dgua. As aliquotas de 2ml foram colocadas em ependorfs, em triplicata
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e no tempo de Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h e 24h. Dessa forma, as substancias presentes na solugao

contendo as 10 esferas sdo coletas e identificadas no tempo, a figura 15 ilustra o procedimento:

Figura 15 — Esquema de preparo das amostras para analise HPLC

()

Reposicao
- Agua
25 mL
G55 S
EEFED>
Triplicata

—\

] [ ] j:I | [
VEAVEVEVAY,
O h 0,5 h 1h 2 h 4 h 24 h

Fonte: (o autor).

A producdo das esferas comeca na definicdo da propor¢do de cada componente, que
segue as especificagdes da tabela 4. Todas as concentragdes sdao expressas em m/v
(massa/volume de solvente). Dessa forma, foram usados 1 ou 4% de alginato de sodio e de
cloreto de célcio, a adi¢do ou ndo de ITZ e a adicdo ou ndo de extrato de carne. O alginato de
sodio, o ITZ e o extrato de carne se apresentam na forma solida. No preparo das solugdes, os
componentes solidos sdo pesados cada um na sua proporc¢ao e misturados (o ITZ ¢ macerado
antes de ser solubilizado, conforme ilustra a figura 16(b), por fim adiciona-se agua destilada
para solubilizagdo sob agitacdo magnética por 15 minutos em 20rpm e 35 °C para solubilizagdo

eficiente (figura 16(a) e figura 17).

Figua 16(a) Processo de solubilizc;. Figura 16(b) - Pellets de ITZ macerados

———

:‘ Traxonol’

100mg

Fonte: (o autor). Fonte: (o autor).
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Tabela 4 — Composicio e classificagdo das amostras por 100ml de dgua

Grupo Alginato CaCl ITZ Extrato de carne

B3 lg lg Og 25g
B5 4g lg Og Og

B7 4g lg Og 25g

100m g

100m g

100m g

100m g

Figura 17 — Solubiliza¢do e Homogeneizagdo das solugoes

Fonte: (o autor).
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Apos a solubilizagdo e homogeneizacdo das amostras liquidas, estas sdo submetidas a
reticulagdo pelo método de extrusdo com o uso de uma seringa de 10ml para gotejamento da

solucdo em uma solucao de cloreto de calcio, conforme ilustra a figura 18.

Figura 18 — Processo de extrusdo por gotejamento

Fonte: (o autor).

Apbs o processo de reticulagdo por gotejamento com uso de seringa (método de

extrusao) obtém-se a solucdo reticulada, como ilustra figura 19.

Figura 19 — Solugdes apds o processo de reticulagdo por extrusio.

Fonte: (o autor).

Nessa fase, a solugdo ¢ peneirada (peneira inox-200pum) para separagdo da fase liquida
e da fase solida, dessa forma somente o material reticulado permanece. Apds essa separagdo o

material reticulado ¢ lavado com agua destilada e seco ao ar sobre papel toalha, figura 20.
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Figura 20 — Material reticulado secando e seco sobre vidro relogio

- e

Fonte: (o autor).

Ap6s retirada da dgua adsorvida pela secagem ao ar e sobre papel toalha seco, as esferas
foram transferidas dos vidros reldgio para tubos de centrifugas para o armazenamento em
refrigerador e posterior transporte, ensaio de inibi¢do fungica in vitro e as andlises de
caracterizagdo de RAMAN, FTIR, HPLC e MEV. A figura 21 ilustra as amostras reticuladas

acondicionadas em tubos de centrifuga.

Figura 21 — Amostras reticuladas acondicionadas em tubos de centrifuga

Fonte: (o autor).
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5.2 Coleta e processamento dos dados
5.2.1 Pesagem e medi¢ao

Para pesagem e medicdo foram selecionadas 20 esferas C8 de forma aleatdria, as quais
tiveram seus pesos e diametros mensurados. Os valores obtidos foram submetidos a tratamento
estatistico para célculo da média amostral (X), desvio padrao (s), erro padrao da média (SE) e
intervalo de confianga a 95% (IC), permitindo estimar a variabilidade dimensional e ponderal
das esferas. A populacdo tem varidncia desconhecida, o tamanho da amostra ¢ pequeno,
considera-se que a amostra segue uma distribuicdo normal, logo, aplica-se a estatistica t de

Student (Brunner e Hanson, 2001), conforme as equacgdes (1-5):

Média Amostral: x = % (1)
Variancia Amostral: s%= Z(J;l—:f)z (2)
Desvio Padrdo: s = Vs? 3)
Intervalo de Confianga a 95%: IC = x +t X SE 4)
Erro Padrdo da média (SE): SE = j—ﬁ (5)

5.2.2. Ensaio de Inibicao do Crescimento Fungico in Vitro (EICFI)

O ensaio de inibi¢ao do crescimento fungico in vitro foi conduzido com o objetivo de
avaliar a eficacia de diferentes amostras, testando a inibicao in vitro do crescimento de fungos

da espécie Sporothrix Brasiliensis, seja cepas padrdes ou retiradas de animais doentes.

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 Catus) com esporotricose — pertencentes ao acervo micoldgico do
Laboratorio de Leveduras Patogénicas e Ambientais do Instituto de Veterinaria 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 padroes de Sporothrix brasiliensis, conforme tabela 5.
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Tabela 5 — Identificacdo das cepas utilizada

Identificagdo das Cepas

Cdodigo/nome de identificacao Tipo de Cepa
brasiliensis 008/2014 Isolada de um felino
brasiliensis 064/2012 Isolada de um felino
brasiliensis 078/2012 Isolada de um felino
Sporothrix brasiliensis (INCQS* 40360) Padrao

Sporothrix brasiliensis (INCQS* 40236) Padrao

Fonte: (o autor). * Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde

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

acrescido de cloranfenicol.

Ensaio de Inibicdo do Crescimento Fungico in vitro (EICFI)

Os procedimentos relacionados a verificacdo da inibi¢ao fingica foram realizados no
Laboratorio de Micologia Clinica Veterindria, 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 contaminacdes bacterianas. Quatro configuracdes experimentais foram estabelecidas

para os ensaios de proliferagdo fungica, conforme a tabela 6 e figura 22.

Tabela 6 — Configuragdes experimentais dos tubos no EICFI
Configuracoes estabelecidas para os tubos no EICFI

Tubol Tubo2 Tubo3 Tubo4 Conteudo

CN Sem esferas, para observar o crescimento natural dos
fungos sem interven¢ao de substancias antifingicas
(Controle -)

S5E Contendo 5 esferas
1E Contendo 1 esfera
CP Contendo 1 esfera e sem inoculagdo fingica

(Controle +).

Fonte: (o autor).
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Figura 22 — Tlustragcdo do EICFI

(U
—

CAVAURC)Y

Fonte: O autor

Os controles experimentais incluiram um controle negativo (CN), composto por tubos
contendo apenas fungos inoculados, sem adi¢do de esferas, para monitorar o crescimento
fingico natural (viabilidade das cepas) e um controle positivo (CP), formado por tubos
contendo uma unica esfera, sem a inoculacio de fungos, para validar a esterilidade das esferas.

Utilizando-se al¢ca de manipulagdo microbioldgica 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 solug¢do salina estéril, formando uma suspensdo 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 inoculacdao dos fungos e adi¢do das
esferas, condi¢des consideradas ideais para o crescimento fiingico.

Apos sete dias de incubacao, foi realizada a avaliag¢ao visual do crescimento fungico. O
resultado foi considerado positivo (+) quando observada a presenca de coldnias, e negativo (—)

quando ndo houve indicios de crescimento fingico.

6.0 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Producio do material reticulado

Ap0s a reticulagdo das amostras foram observados os resultados conforme tabela 7. Os
resultados experimentais mostraram que as amostra com apenas 1% de alginato,

independentemente da presenca de dopantes ou da concentragdao de CaClz, ndo foram capazes
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de gerar unidades esféricas. Esse comportamento estd de acordo com a literatura, que aponta a
necessidade de concentragdes minimas de alginato para promover uma reticulacio eficaz e a
formagdo de hidrogéis coesos. Por outro lado, todas as formulagdes com 4% de alginato
apresentaram reticulagdo bem-sucedida e formaram unidades esféricas, indicando que essa
concentragdo ¢ suficiente para sustentar a formac¢do de uma matriz reticulada esferoide.

(Changcharoensuk et al., 2023; Ciarleglio et al., 2023; Jeong et al., 2020; Valente et al., 2019).

Tabela 7 - Resultados apo6s a reticulagdo

Grupo Alginatoe CaCL ITZ Extrato de Formato das Manuseabilidade
(%) (%) (100mg/L)/30m carne (25%) unidades de unidades
1agua reticuladas
B1 1 1 Nao Nao X X
B2 1 4 Nao Nao X X
B3 1 1 Nao Sim X X
1 X X

Nao
---————
---————

Esferoide Nao-manuseavel

Nao
---————
Nao

1 X X
C2 1 4 Sim Naéo X X
C3 1 1 Sim Sim X X
1 X X

Esferoide Nao-manuseavel

As amostras B6, B8, C6 e C8, formuladas com 4% de alginato e 4% de CaCl., geraram
unidades esféricas e manusedveis, indicando que o ITZ e o extrato de carne, isolados ou
combinados, ndo interferem no processo de reticulacdo nessas condigdes. Isso indica que, sob
condigdes de reticulagdo robusta, a matriz polimérica ¢ capaz de incorporar esses dopantes sem

prejuizo a sua estrutura.
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Contudo, em condi¢des com apenas 1% de CaClz, o desempenho estrutural variou. As
amostras B5 e C5, contendo apenas ITZ como dopante, formaram unidades esféricas e
manuseaveis, o que demonstra que o ITZ ndo interfere negativamente na reticulagdo do alginato
mesmo em baixas concentracdes de calcio. Ja as amostras B7 e C7, geraram unidades esféricas
e ndo manuseaveis, sugerindo que, em baixa concentragdo de célcio, o extrato de carne interfere
no processo de reticulagdo.

A interferéncia do extrato de carne na reticulacao pode ocorrer por dois mecanismos: (i)
competi¢ao dos grupos aminoacidos/peptidicos do extrato de carne com os grupos carboxilato
do alginato pelos ions Ca?*, reduzindo a eficiéncia de reticulagdo; ou (ii) associacdo direta entre
as proteinas/peptideos do extrato e o alginato, bloqueando sitios de ligagdo com o cdlcio e
prejudicando a formacgao de zonas iOnicas homogéneas. Proteinas e peptideos podem interagir
tanto com ions calcio quanto com o proprio alginato, alterando a cinética de gelificagao,
promovendo reticulagdes mais lentas e heterogéneas e afetando a densidade e a estabilidade dos
hidrogéis resultantes (Mession et al., 2013; Xie et al., 2016).

Dessa forma, os dados permitem concluir que a presenca do ITZ ndo compromete a
reticulagdo da matriz de alginato em nenhuma das concentragdes testadas, enquanto o extrato
de carne interfere negativamente apenas quando a concentragdo de CaCl: ¢ baixa (1%). Em
condi¢des adequadas (4% de alginato e 4% de CaClz), o sistema suporta a presenga de ambos
os dopantes e forma esferas manuseaveis, o que ¢ essencial para o desempenho de formulagdes
biofarmacéuticas com dupla funcionalidade (fArmaco + atrativo alimentar). Os dados reforgam
ainda que a concentragdo de 4% de alginato ¢ um pardmetro critico para garantir a estabilidade
da rede polimérica, sendo insuficiente a 1%, mesmo na presenca de altos niveis de calcio.

Alginato e peptideos na presenca de fons calcio origina um hidrogel hibrido com
caracteristicas superiores de resisténcia e liberacdo controlada, relata que os peptideos sofrem
automontagem desencadeada pelos ions céalcio gerando nano fibras. A adicao do extrato de
carne nesse trabalho visa a saborizagdo das esferas conforme a preferéncia alimentar dos gatos,
porém, a formac¢ao de um gel hibrido deve ser destacada como uma caracteristica positiva para
os objetivos do trabalho.(Xie et al., 2016; Celik et al., 2016; Ochbaum et al., 2018; Chen et al.,
2018).

6.2  Analise Estatistica do peso e da dimensio das Esferas

Os valores estatisticos obtidos para o peso e para o diametro das esferas C6 e C8, assim
como a média, desvio padrdo, erro padrao da média e intervalo de confianga estdo na Tabela 8,

9¢ 10.



Tabela 8 - Estatistica de Peso e Diametro das Esferas C6 ¢ C8 com 1C95%
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Peso (mg) Didmetro (mm)
Numero da esfera C8 Cé6 C8 Cé6
1 88,10 58,50 6,00 5,10
2 87,80 53,50 5,40 5,00
3 85,00 58,50 5,50 5,80
4 85,40 53,20 5,20 5,20
5 86,80 58,20 4,50 6,20
6 87,10 54,40 6,00 5,10
7 86,20 56,10 4,90 5,00
8 84,50 55,50 5,30 5,00
9 89,50 54,30 5,20 6,30
10 87,40 56,50 5,50 5,20
11 87,50 63,20 4,80 4,70
12 85,90 59,50 5,50 4,80
13 89,50 56,80 5,30 5,20
14 89,80 56,40 5,40 5,20
15 87,30 57,90 4,90 4,50
16 87,20 57,00 5,40 4,50
17 85,60 58,00 5,00 5,10
18 84,80 54,50 5,80 5,50
19 85,20 52,20 5,50 5,10
20 86,90 58,60 5,10 5,10
Pardmetros
Média amostral = (X) 86,87 56,64 5,31 5,18
Desvio Padriio amostral = (s) 0,00158(g) / 0,00258(g) 0,0382(g) / 0,0471(g)
Erro Padrao da Média = (SE) 0,00035(g) / 00058(g) 0,0086 (g) / 0,0105(g)

Intervalo de Confianca (95%)

[86,14 -87,61]/[55,43 — 57,84]

[4,96-5,40]/ [5,13 - 5,49]
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Tabela 9 — Estatistica de numero de esferas C6 e C8 por lote de 30ml de 4gua com IC95%

Peso Lote (g) Nimero de Esferas
C8 35,50 [405 - 412]
Cc6 29,97 [518 - 541]

Tabela 10 — Estatistica do peso do farmaco comercial e do peso do farmaco puro em unidades de C6 e C8-1C95%

Numero da esfera

Peso Farmaco/Capsula(mg)

Peso ITZ*

1 458,40 C8 [1,01 — 1,03]mg
2 480,10 C6 [0,82 — 0,85]mg
3 446,90 Peso ITZ**

4 448,20 C8 [0,22 — 0,22]mg
5 471,60 C6 [0,18 —0,19]mg
6 453,30 Intervalo de Confianga (95%)
7 466,20

8 465,00

Pardmetros

Média amostral = (X) 461,21

Desvio Padrio amostral=(s)  0,01164 (g)

Erro Padrio da Média=(SE)  0,00412 (g)

Intervalo de Confianc¢a (95%)

[451,48 - 470,95]

Os resultados de peso e dimensao mostram que as esferas C8 sdo mais pesadas que as

esferas C6 na ordem de 51,47% - 55,40% e possuem maior didametro que C6, na ordem de

1,60% - 3,49%. Esses resultados sugerem que a presenca de extrato de carne nas esferas C8

deixa as esferas mais densas e proporcionam uma menor retragcao (maior diametro) no processo

de reticulagao.

O farmaco comercial se apresenta na forma de capsula dura guardando microesferas

com o ITZ no nucleo envolto em excipientes de liberagdo controlada, o levantamento estatistico

dos pesos de capsulas do farmaco comercial resultou no percentual médio de 21,68% de ITZ

puro por capsula.

A quantidade de ITZ encapsulado em unidades e C8 ¢ maior que em unidades de C6 da

ordem de 21% a 23%. Nas esferas C8, por serem mais densas devido a presenca de extrato de
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carne, o ITZ se associa ao saborizante propiciando uma maior quantidade do farmaco nessas
esferas. Esse ¢ um resultado desejavel uma vez que a redug¢do da quantidade de esferas por
dosagem favorece a administra¢ao do farmaco.

No experimento, uma capsula de ITZ foi usada para produzir entre 518-541 esferas C8
dopadas com o farmaco, esse nimero de esferas C8, se ingeridas pelo animal, garantiria a
ingestdo da dosagem de 100mg de ITZ diaria.

Destaca-se que € possivel, por exemplo, produzir a metade de quantidade de esferas C8
para uma capsula de ITZ contendo 100mg de ITZ, e que para isso bastaria diminuir o volume
de solvente (agua destilada) mantendo as concentragdes estipuladas, dessa forma, uma dosagem
diaria de 100mg de ITZ estaria contido em aproximadamente 259 — 270 esferas C8. De forma
que essa dosagem de esferas poderia ser ajustada para uma porc¢ao adequada de esferas C8 a ser
administrada ao animal (gato) em tratamento de esporotricose. Destaca-se que a variagcdo do

volume de solvente carece de testes experimentais para verificacdo da viabilidade.

6.3 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A figuras 23 e 24 apresentam as sobreposi¢oes dos espectros de FTIR das amostras BS,
B6, B7 e B8 e C5, C6, C7 e C8 e um zoom das sobreposi¢des na faixa de 1700 — 1500 cm’!

respectivamente. A tabela 11 mostra as bandas caracteristicas do alginato.

Figura 23 —Espectros FTIR das amostras B5, B6, B7, B8, C5, C6, C7, C8.
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Figura 24 —Espectros FTIR das amostras B5, B6, B7, B8, C5, C6, C7, C8 na faixa de 1700 — 1500 cm’!

FTIR - B5,B6,B7,B8,C5,C6,C7,C8
0.90F : :

0.85

0.80

___1630 Amida | ___
___1595v_as COO

)
o
~
u

0.70} : - § — 8

0.65

Intensidade (u.a.
e

0.60

0.55|

0.50

1700 1675 1650 1625 1600 1575 1550 1525 1500
NUmero de onda (cm-1)

Tabela 11 — Resultado do FTIR e identificacdo de grupos quimicos do alginato

N° de Onda Grupo Referéncia*
(cm™) Funcional
Estiramento C—O com
933 deformag¢des C—C—H e C-O-H [1]
[2], [3].[4]
1035 Vibragoes de C—C e C-O-C
Vibragdes de C—O, C—C e C— [3],[4]
1083 0-C
1295 Estiramento C-O [3],[4]
1419 Estiramento simétrico de [5], [6]
COO-
1595 Estiramento assimétrico COO~ [5], [6].[7]
1630 Amida | [9]
2923 Estiramento C - H [10]
3251 - 3273 Estiramento O—H [81[31[7]

* [1] Larosa et al., 2018 [2] Fernandes et al., 2018 [3] Nastaj et al., 2016 [4] Cheng et al., 2011 [5] Sarmento
et al. 2006 [6] Pascalau et al., 2016 [7] Kurt et al., 2016 [8] Adzmi et al., 2012 [9] Usoltsev et al., 2019 [10]
Dalal et al., 2021.
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A banda amida I, correspondente as vibracdes de estiramento C=0, aparece tipicamente
na faixa de 1600—1700 cm™ (Usoltsev et al., 2019). Trata-se da regido espectral mais sensivel
da proteina para determinar a estrutura secundaria (Susi; Byler, 1983). A ligacdo C=0 da amida
I estd diretamente relacionada as conformacgdes da estrutura principal, de modo que cada tipo
de estrutura secundaria apresenta um estiramento C=0 caracteristico. Assim, a espectroscopia
FTIR constitui uma ferramenta 1til para determinagdo da estrutura secundaria de proteinas a
partir das vibragdes da banda da amida I (Kong; Yu, 2007; Jiang et al., 2011). No presente
trabalho, a banda em 1630 cm™ presente nas amostras B7, B8, C7 e C8 pode ser atribuida a
conformacgao de folha 3 das proteinas do extrato de carne (Dong et al., 1990; Derkach, 2019).
Confirmando a presenca do extrato de carne nas amostras B7, B8, C7 e C8 (Luo et al., 2022;
Derkach, 2019).

O alginato apresenta forte afinidade pelo calcio, que interage preferencialmente com os
blocos de acido gulurénico (G) por meio dos grupos carboxilato. Essa interagdo resulta em
ligagdes cruzadas que estabilizam a rede polimérica, descritas pelo cldssico modelo egg-box
(Grant et al., 1973). Paralelamente, proteinas também demonstram afinidade com o Ca*" (Zhou
et al., 2013). No caso do extrato de carne, além dessa afinidade pelo ion divalente (Ca*?), ha
ainda sua capacidade de interagir com o proprio alginato, estabelecendo ligagdes eletrostaticas
com os grupos carboxilato da matriz alginica (Mession et al., 2013; Xie et al., 2016;
Dobroslavi¢ et al., 2024; Gombotz; Wee, 2012). Nesse contexto, ocorre competi¢ao pelo calcio
dissolvido entre a rede alginica e os constituintes proteicos do extrato de carne. Nas amostras
B7 e C7 (reticuladas em 1% CaCl.), a baixa concentracdo de Ca®" favoreceu a interacao
alginato—extrato, levando ao desaparecimento da banda assimétrica do COO~ (1595 cm™) e ao
predominio da banda amida I (1630 cm™). Ja nas amostras B8 e C8 (reticuladas em 4% CaCl.),
a maior disponibilidade de ions célcio possibilitou a formagao predominante de estruturas egg-
box, de forma que a banda assimétrica do COO~ foi preservada, enquanto a banda da amida I
se manifestou como um ombro (shoulder) adjacente a banda principal assimétrica do COO-.

A maior absorbancia de FTIR esta associada a intera¢cdes moleculares mais intensas ou
a uma maior concentragdo de grupos funcionais ativos na matriz (Athokpam, et al., 2017). Os
resultados de FTIR de B5, B6, C5 e C6 variam pouco em relagdo a intensidade, com C5 e C6
(amostras contendo ITZ) apresentando intensidades ligeiramente maiores devido a presenga do
ITZ. B8 (amostra contendo extrato de carne reticuladas em 4% de célcio) apresentam
intensidade das bandas consideravelmente maiores na grandeza de aproximadamente 0,1 u.a

em relagcdo as amostras B5 e B6 (amostras de alginato puro). C8 (amostra contendo extrato de
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carne + ITZ reticulada em 4% de célcio) apresentou intensidade das bandas maior que B5 e B6
na ordem de 0.15 u.a aproximadamente. J4 em relacdo a B7 e C7 (amostras com extrato e extrato
+ ITZ, respectivamente, ambas reticuladas em 1% de calcio) apresentaram intensidade de
bandas maiores que B5 ¢ B6 na ordem de 3.5 u.a aproximadamente. Esses resultados relativos
a intensidade corroboram a tese anterior que em baixa concentracdo de célcio as ligagdes
predominantes ocorrem entre o alginato e o extrato de carne, que, conforme ja citado
anteriormente, promovem fortes interagdes quimicas, € por conseguinte apresentam maiores
intensidades no FTIR. Apesar de ndo ter surgido nenhuma banda que caracterizasse o ITZ no
nas amostras, o farmaco nao interfere na forca das ligagdes alginato-extrato em meio com 4%
célcio, e j4 em amostras reticuladas com 1% de célcio o ITZ promove o aumento das forgas de
interacdo entre o alginato e o extrato de carne.

Conforme os resultados, C8 apresenta uma matriz polimérica alginica ligada fortemente
ao extrato de carne, de forma que a presenca de ITZ modula a intensidade dessa interacao

quimica quando comparada a C7.

6.4  Espectroscopia RAMAN
As Figuras 25, 26, 27 e 28 apresentam os espectros Raman das amostras B6, C6, BS e
C8 respectivamente, e a figura 29, de todas as amostras juntas. A tabela 12 lista os picos e

grupos quimicos associados.

Figura 25 — Espectros RAMAN da amostra B6

RAMAN-B6

400
Bandas de Alginato de Calcio
1: 816 cm™?

2: 888 cm™!

3:959 cm™?

4:1088 cm™!

5: 1417 cm™?

6: 1433 cm™?

7:1625 cm™?

cenadgden
cnnaqyes

+

===
g

300 A

200

Intensidade (u.a.)

100 4

S — < Y—

0 500 1000 1500 2000
Comprimento de onda (cm~?)



Intensidade (u.a.)

35

Figura 26 - Espectro RAMAN C6

RAMAN C6
400 :
L 54 Bandas do Itraconazol (p6)
H 1: 717 cm™?
! 2: 852 cm~!
H 3:1365 cm™?
i 4:1396 cm™?
H
|
300 A
s
3
L
® 200
2
w
c
g
&
100 A
0

0 500 1000 1500 2000
Comprimento de onda (cm-?)

Figura 27 - Espectro RAMAN da amostra B8
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Figura 28 - Espectro RAMAN da amostra C8
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Tabela 12 — Resultado RAMAN e grupos quimicos caracteristicos

Substancia Comp. de onda Atribuic¢io vibracional Ref. [n]*
(cm™) (resumo**)
Alginate de Calcio | 816 Modo esquelético v(C—C) [1].[21.[3]
888 Estiramento v(C-O) [1],[4],[2]
959 Deformagao 6(C—C—H); 6(C— [1],[4].[2]
0-0O)
1088 “Breathing” do anel glicosidico | [1],[3]
1417 Estiramento simétrico [4].[3]
vs(COO")
1433 Estiramento simétrico [11.,[3]
vs(COO")
1625 Estiramento assimétrico [1].[3]
Vas(COO")
Itraconazol 367 ®(C-N) [5],[6]
404 B(CC) [51.[6]
662 B(C=O) [51.[6]
717 y(C-H) [51.[6]
852 v(CNH) [5],[6]
1365 v(N-N) [5],[6]
1396 v(C-N) [5],[6]
Extrato de Carne 1003 B(C—C) anel (Phe) — “marker” | [7],[8]
1345 O(CH)+v(C-N) indol (Trp) [71,[3]

*[1] Schmid et al., 2008 [2] Campos-Vallette et al. 2010 [3] Cheng et al., 2011 [4] Ivleva et al., 2009, [5] Ferreira
et al. 2019 [6] Wang et al. 2014, [7] Nunes, 2019, [8] Li-Chan, 1996.** v (estiramento), vs (estiramento
simétrico), vas (estiramento assimétrico), 6 (deformagdo angular no plano), y (deformacdo fora do
plano), B (deformacdo angular), Phe (fenilalanina), Trp (Triptofano).

O espectro Raman de B6 apresentou sete bandas caracteristicas do alginato de célcio,
sendo utilizado como padrao de referéncia para comparagdo com as demais amostras. A amostra
C6 revelou quatro bandas adicionais ndo presentes em B6, atribuidas ao itraconazol (ITZ),
confirmando sua presenca e encapsulamento eficiente nas esferas. Na amostra B8, foram
observados dois picos novos em relagao a B6, caracteristicos de proteinas do extrato de carne,
corroborando sua incorpora¢do nas amostras. Em C8, surgiram cinco picos adicionais em
relacdo a B6, todos atribuidos ao ITZ, confirmando a presenca e encapsulamento do farmaco.
A detecgao de picos do ITZ em C8 ndo visiveis em C6 sugere que o fArmaco se encontra mais
solubilizado e homogeneizado em C8 (De Beer et al., 2006; Pryce-Lewis et al., 2005; Park et
al., 2019).

A intensidade Raman da amostra C6 apresenta redu¢ao acentuada em comparagao a B6,
especialmente na faixa de 1000 a 1800 cm™. Esse comportamento pode ser atribuido a adigao
de ITZ, um farmaco hidrofobico e cristalino/semicristalino, que favorece a formacao de

microcristais e dominios semicristalinos na matriz. Tais estruturas podem restringir a variagao
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de polarizabilidade associada aos modos vibracionais ativos, reduzindo a intensidade e, em
alguns casos, o numero de bandas Raman observadas (Everall, 2006)

Em B8, a intensidade continua decrescente na faixa de 1000 a 1800 cm™, sugerindo
mudangas de simetria molecular e a preseng¢a de nanoestruturas (Colomban & Slodczyk, 2009a)
e, mais especificamente, indicando para o extrato de carne, empilhamento e ordenagdo
supramolecular de proteinas e nucleotideos (Small; Peticolas, 1971; Wiithrich, 1977). Essa
organizacao espacial pode estar relacionada a formacao de nano fibrilas auto-organizadas,
resultado da organizagdo de peptideos induzida por ions célcio, conforme descrito por Xie et
al. (2016).

Por outro lado, a amostra C8 apresenta um comportamento espectral andmalo: a
intensidade Raman aumenta gradativamente no sentido decrescente do eixo-x, ou seja, das
bandas de maior numero de onda para as de menor numero de onda. Esse perfil contrasta com
todas as demais amostras e sugere uma forte interagdo do ITZ com proteinas do extrato de
carne, mediada por forgas hidrofobicas, eletrostdticas e n—m stacking, capazes de induzir
alteracdes conformacionais ¢ modificar o ambiente eletronico local. Tais interagdes resultam
em alteracdes nos modos vibracionais observados ¢ nas intensidades relativas das bandas,
particularmente nas frequéncias mais baixas, associadas a vibragdes coletivas e deslocalizadas
que indicam a formacdo de estruturas supramoleculares altamente organizadas (Schifer-
Korting et al, 1991; Guo et al, 2009). Esse perfil ¢ compativel com o
empacotamento/ordenagao supramolecular das proteinas do extrato e as mudangas
conformacionais associadas, processos nos quais a intensidade Raman atua como sonda direta
de organizacao estrutural (Colomban & Slodczyk, 2009). Além disso, interagdes fortes de azois
com sitios proteicos sdo conhecidas por modular modos de baixa energia e suas intensidades
relativas, reforcando a plausibilidade de que o contato ITZ—proteinas contribua para o padrao
de resultado observado em C8 (Matsuura et al., 2005).

Farmacos hidrofobicos podem induzir mudangas conformacionais em proteinas e
peptideos, promovendo sua reorganizacdo tridimensional e a formag¢do de complexos
ordenados. A insercdo de moléculas apolares em dominios proteicos pode desencadear
transi¢des estruturais e organizagao supramolecular mediadas por interagdes hidrofobicas e n—
7w, resultando em rearranjos conformacionais profundos (Yin et al., 2024). A auto-organizacao
de peptideos ¢ sensivel a presenca de farmacos, que podem atuar como gatilhos para a
montagem de novas topologias, especialmente em ambientes carregados com ions ou com

propriedades anfifilicas (Zhang et al., 2024).
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Além disso, o extrato de carne, por conter peptideos curtos e proteinas parcialmente
hidrolisadas, age como co-encapsulante funcional ao interagir e reorganizar-se em torno do
farmaco. Em condi¢des sem o ITZ (BS), pode haver empilhamento e ordenagdo supramolecular
de proteinas e nucleotideos (Small; Peticolas, 1971; Wiithrich, 1977), com formagao de nano
fibras, possivelmente ainda em conformagao do tipo a-hélice. No entanto, com a introducao do
ITZ (C8), ocorre uma reorganizagdo profunda, possivelmente incluindo transi¢do
conformacional de a-hélice para folha-f (em conformidade com os resultados do FTIR, que
sugerem organizagao conformacional de folhas B), estabilizada pela presenga do fArmaco e pelo
ambiente i0nico com o calcio.

Nambiar e Schneider (2022) demonstraram que peptideos auto-organizaveis podem
formar dominios hidrofébicos capazes de encapsular compostos pouco soluveis como o ITZ,
funcionando como reservatorios bioativos ou co-encapsulante com liberacao controlada por
afinidade molecular. De forma semelhante, Thota et al. (2016) relataram que hidrogéis
injetaveis baseados em peptideos ultracurtos podem se reorganizar em presenca de farmacos,
moldando sua estrutura supramolecular conforme a natureza do ativo incorporado.

Dessa forma, a amostra C8 configura um sistema de dupla barreira de liberagao, um
encapsulante e um co-encapsulante: (1) a matriz polimérica de alginato reticulada com célcio e
e intimamente associada ao extrato de carne (2) o complexo proteina—ITZ. Essa dupla
encapsulacdo do fArmaco sugere uma maior protecao do firmaco no ambiente estomacal e uma

liberacdao mais prolongada no ambiente intestinal.

6.5  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Particulas produzidas por gotejamento costumam ser submetidas a processos de
secagem como liofilizac¢do, secagem ao ar livre ou tratamento com solucdes de agua e etanol.
A escolha do método e das condigdes de secagem exerce influéncia direta nas propriedades
morfologicas da superficie das particulas (Santagapita et al., 2012). A secagem das particulas
de alginato de sodio pode afetar as caracteristicas morfologicas, acarretando rachaduras,
fissuras e regides ocas no interior das particulas, estando diretamente relacionado a velocidade
de remogdo de 4gua e ao encolhimento das particulas ao longo do tempo de secagem. (Vargas,
2017). A seguir, as figuras 30 a 33 ilustram as imagens de MEV das esferas B6, C6, B8 e C8,
ampliadas 90x e 800x.
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Figura 30(a) - MEV de B6 90x Figura 30(b) - MEV de B6 800x

mag 1 WD E ] n ) | ——— 100 ym
90 x [11.3 mn 2 v CETEM

Figura 31(c) — MEV de C6 90x Figura 31(d) — MEV de C6 800x

HV det HFW mag O wD spot
|120.00 kV | BSED |3.32 mm| 90x [11.7 mm| 5.0 |

Figura 32(e) - MEV de B8 90x Figura 32(f) - MEV de B8 800x




41

Figura 33(g) - MEV de C8 90x Figura 33(h) - MEV de C8 800x

HY [ det a \ o — 100 ym ——

WD spot [——1101]
f 2000 kV| BSED 800 x 0 CETEM

4mm 50 CETEM

Amostra B6 (controle)

As esferas de alginato sem aditivos, ao serem desidratadas, apresentam perda acentuada
de agua com encolhimento/colapso da rede sem porros visiveis, apesar da rugosidade,
resultando em estrutura mais densa e rigida (Abowska et al., 2023). Como os hidroggis possuem
alto teor de agua (70-99%), a remocdo desse conteudo durante a secagem explica a contragao

volumétrica e a aparéncia externa mais compacta observadas (li; mooney, 2016).
Amostra B8 (contendo extrato de carne)

Apresentou superficie lisa, irregular e segmentada, com grandes ondula¢des na
superficie devido ao nucleo colapsado e com auséncia de poros e fissuras visiveis. A
segmentacao da superficie estd relacionada a presenga do extrato de carne, que possui afinidade
quimica com o alginato e pode permanecer parcialmente na rede do gel (Chaudhari et al., n.d.;
Paul et al., 2021). O colapso do centro da esfera seca decorre da gelificagdo nao homogénea,
devido a presenca do extrato de carne, uma vez que em esferas de alginato carregadas com
proteina, a gelificacdo externa gera gradiente de Ca?" que produz casca periférica mais
reticulada e nticleo menos reticulado, como observado por microscopia em esferas alginato—

espirulina (Rajmohan; Bellmer, 2019)
Amostra C6 (com ITZ)

Apresentou superficie lisa e uniforme, com fissuras/poros visiveis proximos a
superficie. A rede polimérica retrai de forma homogénea, mas deixando poros e fissuras devido

a natureza hidrofobica do ITZ (Quina, 2025). Annisa et al. em (2023) encapsularam cetoconazol
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em esferas de alginato (com polimero anidnico) e relataram, por MEV, superficie rugosa com
poros/microporos nas microesferas carregadas, evidenciando que a incorporagdo de um
farmaco azolico, similar ao ITZ, influencia o surgimento de poros na microestrutura do gel de

alginato.
Amostra C8 (ITZ + Extrato de carne)

Apresentou superficie segmentada e irregular, com auséncia de poros e fissuras visiveis
na superficie, e com formato esférico mantido. Diferentemente de B8 o nucleo ndo colapsou
apos a secagem, o que pode ser em decorréncia da formagdo de nano fibrilas porosas de
peptideos, que pode deixar o nicleo mais coeso (Xie et al., 2016; Annisa et al., 2023). Nesse
sentido, cabe destacar que os resultados RAMAN corroboram a tese de que o ITZ promove um
nucleo mais estavel e coeso, uma vez que a presenga do ITZ foi associada a ligagdes mais fortes
entre o alginato e o extrato de carne.

Dessa forma, C8 demonstra que possui um nucleo estavel, que sugere uma capacidade
de retencdo do farmaco e uma liberagdo mais controlada. E mesmo que nao apresente poros
visiveis na superficie, assim como C6, a formacao de um nticleo mais coeso devido a presenga
de ITZ, sugere um niicleo poroso com formagdo nano fibras e microporos ndo visiveis na

superficie.

6.6  Ensaio de Inibicao do Crescimento Fungico in vitro (EICFI)

A avaliagdo do crescimento fingico permitiu analisar a eficacia das esferas de alginato
contendo itraconazol (ITZ) no controle da proliferacio de fungos da espécie Sporothrix
Brasiliensis. As Tabelas 13 e 14, apresentam os resultados obtidos para cada cepa testada,

considerando os diferentes tipos de esferas e suas respectivas condi¢des experimentais.

Tabela 13 — Avaliacdo visual de proliferacdo fungica de B6 e BS

Avaliagdo visual da proliferagdo fungica

Amostra B6 B&

Identificacio

Controle
CN SE 3E CP CN S5E 3E CP

008/2014* + + + - + + + -
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064/2012* + o+ o+ _ o+ 4 _
078/2012* + o+ o+ _ o+ 4 _
INCQS 40360%* + o+ o+ ; o+ 4+ ]
INCQS 40236%* + o+ o+ _ o+ 4 )

*Cepas fungicas retiradas de animais (gatos) com esporotricose no hospital veterinario da UFRRJ. **Cepas

Padrdes — INCQS (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude)

Tabela 14 — Avaliacdo visual de proliferagdo fungica de C6 e CS8.

Avaliagdo visual da proliferacdo fungica

Amostra C6 C8

Identificacio

Controle
CN 5E 3E CP CN 5E 3E CP

008/2014* I - - = + - - -
064/2012* + - - - + - - -
078/2012* I - - = + - - -
INCQS 40360** + - - - + - - -
INCQS 40236** I - - - 4 = - -

*Cepas fungicas retiradas de animais (gatos) com esporotricose no hospital veterinario da UFRRJ. **Cepas

Padrdes — INCQS (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude)

Nas figuras 34 a 43, esta ilustrado os ensaios de inibi¢ao fungica in vitro das esferas B6,
B8, C6 e C8 para as diferentes cepas de fungos S. Btrasiliensis.

Foram utilizados fungos da espécie Sporothrix Brasiliensis, sejam cepas padrdes ou
retiradas de gatos infectados com a doenga esporotricose € em tratamento. Destaca-se que essa
espécie do fungo Sporothrix € a principal espécie que infecta os gatos causando a esporotricose.
Apos a inoculagao dos fungos nos tubos contendo 0, 5 ou 1 esferas, observou-se apos 7 dias, se

o fungo havia ou ndo se proliferado. Nos tubos contendo as esferas C6 e C8 ndo houve
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crescimento fungico, ja nos tubos contendo B6 ¢ B8, houve crescimento fungico, isso se deve

a presenca do ITZ nas esferas C6 e C8 e na auséncia do farmaco nas esferas B6 e BS.

Figura 34(a) — Cepa S. brasiliensis 2014008 - B6 Figura 34(b) — Cepa S. brasiliensis 2014008 — B8

4

Os tubos contendo 1 esfera e sem inoculacdo do fungo (CP) ndo apresentaram
contaminagdo, € os tubos sem esferas e com fungos inoculados (CN) apresentaram crescimento
fingico normal. Os controles utilizados garantiram a validade dos resultados. O controle
negativo (CN) confirmou a capacidade dos fungos de crescerem em meio Sabouraud sem
intervengdo de agentes antifungicos, enquanto o controle positivo (CP) demonstrou que as

esferas estavam estéreis antes da inoculagao.
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Os tubos contendo as esferas B6 apresentaram crescimento fingico mais intenso em
relacdo a BS, o que sugere que a presenga de extrato de carne, de alguma forma, pode ter

reduzido o crescimento fungico.

Figura 36(a) — Cepa S. brasiliensis 2012064 - B6 Figura 36(b) — Cepa S. brasiliensis 2012064 — B8

Estudos de atividade antifiingica realizados por Brilhante et al. (2016), Almeida-Paes et
al. (2017) e Gongalves et al. (2023) confirmam a eficacia, in vitro, do itraconazol (ITZ) contra
o fungo Sporothrix brasiliensis isolados de gatos infectados. Nesses trabalhos, foi empregado
o método de micro diluigdo em caldo padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI M38-A2), no qual se determina a concentracdo inibitoria minima (MIC,

Minimum Inhibitory Concentration), definida como a menor concentragdo do farmaco capaz de
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inibir visivelmente o crescimento do fungo em meio liquido RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640 Medium — meio de cultura sintético) tamponado com MOPS (3-(N-
morpholino)propanesulfonic acid — tampao bioldgico). De maneira geral, os isolados felinos
apresentaram valores de MIC para o ITZ variando entre 0,125 ¢ 4 pg/mL, evidenciando

atividade antifingica consistente do ITZ contra o fungo Sporothrix brasiliensis.

Figura 38(a) — Cepa S. brasiliensis 2012078 - B6 Figura 38(b) — Cepa S. brasiliensis 2012078 — B8

Figura 39(d) — Cepa S. brasiliensis 2012078 — C8
o 2 ——

Dessa forma, o ITZ mostra-se eficaz contra as cepas de S. brasiliensis, in vitro,
corroborando os resultados do presente trabalho, no qual a difusdo do firmaco a partir das
esferas também foi capaz de inibir o crescimento fungico dos fungos Sporothrix brasiliensis.

Os resultados abrem a possibilidade de viabilidade técnica do uso das esferas C8 como

alternativa para o tratamento da esporotricose felina, essas esferas sdo palataveis para os gatos
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e de facil administragdo, o que pode contribuir para a reducdo drastica da resisténcia ao

tratamento e por conseguinte para o aumento da taxa de cura.

e T . .
E— =

Figura 40(a) — Cepa S. brasiliensis INCQS 40360 - B6  Figura 40(b) — Cepa S. brasiliensis INCQS 40360 — B8

—

E importante destacar que todas as esferas contendo ITZ, seja, C6 ou C8, demonstraram

eficacia na inibicao do crescimento fungico, isso demonstra a uniformidade de produgdo das
esferas e um sistema de difusdo do farmaco das esferas para o meio liquido eficaz e suficiente
para promover um efeito fungicida. Destaca-se também que a presenca do extrato de carne ndo
interfere na acdo inibitoria do farmaco tornando viavel a saborizagdo das esferas. O conjunto

de resultados deste trabalho sugere uma forte imteracdo quimica ITZ-Extrato capaz até de, em
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tese, mudar a conformacdo das proteinas do extrato. Porém, fica confirmado através dos
resultados do EICFI, que o ITZ mantém sua a¢do antifingica mesmo quando ‘complexado” a

proteinas

Figura 42(a) — Cepa S. brasiliensis INCQS 40236 - B6 Figura 42(b) — Cepa S. brasiliensis INCQS 40236 — B8

'. = T

8

Figura 43(c) — Cepa S. brasiliensis INCQS 40236 - C6  Figura 43(d) — Cepa S. brasiliensis INCQS 40236-C

>~ - = & o

6.7 Analise HPLC

A tabela 15 estabelece os resultados de HPLC das amostras padrdes de alginato, extrato
de carne e ITZ, com tempo de retencao (RT) e porcentagem de area. A tabela 16 e 17 traz os
resultados de C6 e C8 no tempo de Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h e 24h. As figuras 44, 45 e 46 ilustram

os resultados dos padrdes e de C6 e C8 no tempo.



Tabela 15 — HPLC das amostras padrdes de ITZ, Extrato de carne e Alginato
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Amostra padrao Tipo de Dado Valor / RT Intensidade
(min ou nm) (mAU)/area
ITZ Comercial em cépsula RT (HPLC) 4,517 min 100%
UV-Vis (Amax) 262 nm 4 mAU
Extrato de Carne 25% RT (HPLC) 1,979 min 100%
UV-Vis (Amax) 210 nm >10 mAU
Alginato de Calcio 4/4 % RT (HPLC) 1,857 min 29,2%
RT (HPLC) 1,959 min 70,8%
UV-Vis (Amax) 149 nm 45 mAU
Tabela 16 — Resultado HPLC de C6 no tempo
Tempo Pico RT (min) Area (%) UV-Vis A (nm)
0h 1 2,584 71,893 233,261
2 3,472 3,604
3 4,852 (ITZ) 24,503
0,5h 1 2,769 35,873 227,230,218
2 2,888 29,352
3 3,134 22,011
4 4,834 (ITZ) 12,764
lh 1 2,771 43,596 227
2 3,123 25,710
3 4,831 (ITZ) 30,694
2h 1 2,779 58,303 —
2 3,121 14,299
3 3,275 15,537
4 4,839 (ITZ) 11,862
4h 1 2,781 34,448 217
2 3,229 21,969
3 4,851 (ITZ) 11,935
4 5,165 31,648
24 h 1 2,771 53,144 218
2 3,227 19,310
3 4,307 6,113
4 4,828 14,920
5 6,857 6,513




Tabela 17 — Resultado HPLC de C8 no tempo

Oh

2,361

50

4,631 (ITZ) 12,276

1810 100000 | 250,277

2 ]3,006 4,772 I

3,006 4,772

24 h

1,936 100,000

261

Figura 44 — HPLC das substancias padrdes de Alginato, extrato de carne e ITZ
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Figura 45 — HPLC de C6 no tempo
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Grafico 46 — HPLC de C8 no tempo
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Na amostra C6, composta por alginato e itraconazol (ITZ), observou-se liberagao
progressiva do farmaco nas primeiras quatro horas, com um pico caracteristico de tempo de
reten¢do (RT) entre 4,83 e 4,85 minutos, ausente em 24 horas, ou seja, entre os tempos de 4h e

24h a difusdo do ITZ para o meio liquido cessou. Demais tempos de retencdo nao identificam
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o sinal padrdo do alginato e possivelmente representam as substancias excipientes presentes na
capsula comercial do ITZ.

A andlise cromatografica das formulagdes contendo itraconazol em associacao ao
extrato de carne (C8) revelou um perfil de co-eluicdo com dominagdo proteica do tempo de
retengdo (RT). O extrato proteico, quando analisado isoladamente, apresentou RT de 1,98 min,
valor que se manteve como referéncia em todas as misturas contendo o farmaco. No tempo
inicial (0 h), observaram-se dois picos: um majoritario em 2,361 min (87,7% da érea total),
coincidente com a regido cromatografica do extrato, e outro minoritario em 4,631 min (12,3%),
compativel com o RT do itraconazol puro. Apds 0,5 h de incubagdo, a fragdo correspondente ao
farmaco livre praticamente desapareceu, restando um unico pico dominante entre 1,81-2,12
min, responsavel por mais de 95% da area. Ao final de 24 h, o cromatograma exibiu apenas um
pico em 1,936 min (100% da area), praticamente sobreposto ao RT do extrato. Esses resultados
demonstram que, em presenga do extrato, o itraconazol passa a ser detectado
predominantemente associado as proteinas, tendo seu sinal cromatografico absorvido pelo RT
proteico.

Esse comportamento ¢ coerente com observagoes classicas de interagdes droga—proteina
em sistemas cromatograficos. Shibukawa et al. (1989) mostraram, em coluna ISRP, que
farmacos fortemente ligados a albumina apresentam um pico precoce amplo, representativo da
fracdo complexada, cujo RT reflete o da proteina, enquanto apenas uma pequena fragdo livre
pode originar um segundo pico tardio, quando presente. De forma complementar, a revisao
critica de Hage et al. (2011) descreve que, em metodologias como SEC, ISRP e HPAC, o RT
observado para drogas de alta afinidade passa a ser dominado pela proteina transportadora,
resultando em eluigdo praticamente coincidente com esta, ao passo que sistemas de ligacao
intermediaria podem gerar dois picos e sistemas de baixa afinidade exibem apenas o RT do
farmaco livre. Mais recentemente, Kunert et al. (2022) introduziram o método Albumin-
Mediated Size Exclusion Chromatography (AMSEC), demonstrando que o tempo de retengdo
de um ligante ¢ governado pelo tempo médio em que permanece complexado a albumina,
deslocando-se para o RT da proteina independentemente do peso molecular real do farmaco.
Em analogia ao que foi verificado para radio ligantes em AMSEC, os resultados obtidos neste
trabalho indicam que o itraconazol, uma molécula altamente hidrofébica e de forte afinidade
por proteinas plasmaticas, passa a ser eluido no RT do extrato proteico, de modo que o sinal
cromatografico reflete prioritariamente o comportamento da proteina e nao do farmaco livre.

Assim, a interpretacdo conjunta dos dados permite supor que, nas condi¢des estudadas,

o itraconazol encontra-se complexado as proteinas do extrato nas esferas C8, o que explica a
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convergéncia dos cromatogramas para aproximadamente o RT do extrato (1,98 min) com
variacdo minima ao longo do tempo. Tal fendmeno de dominagdo proteica do RT constitui
evidéncia robusta de que a detec¢do do fArmaco nas amostras ocorreu em associacao direta as
proteinas, reforcando a hipotese de co-encapsulamento do ITZ pelo extrato de carne discutida

nos resultados RAMAN.

7.0 CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou, de forma integrada e consistente, a viabilidade técnico-
cientifica da encapsulagao do antifungico itraconazol (ITZ) em matrizes de alginato de calcio
saborizadas com extrato natural de carne, como estratégia inovadora para o tratamento oral da
esporotricose felina. A proposta partiu da necessidade concreta de superar os desafios de adesao
terapéutica em gatos, cuja natureza carnivora e seletividade alimentar dificultam a
administracdo de medicamentos convencionais, sobretudo os de sabor amargo.

As esferas produzidas por gelificacdo i0nica apresentaram formato regular, estrutura
solida e manuseavel, confirmadas pelos testes de esfericidade, peso e diametro. As imagens
obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) revelaram superficies compactas,
continuas ¢ sem porosidade excessiva, o que favorece a estabilidade fisica e a liberagdo
controlada do farmaco.

A caracterizagdo espectroscopica por FTIR e Raman confirmou a presenca de ITZ nas
esferas e evidenciou interagdes quimicas relevantes entre o firmaco e componentes proteicos
do extrato de carne. Destacou-se a amostra C8, na qual foi observado um perfil Raman anémalo,
com reorganizacao intensa das bandas e acréscimo de sinais especificos do farmaco, sugerindo
a formagdo de complexos supramoleculares ITZ-proteina. Tais intera¢des indicam a existéncia
de duas barreiras de liberagdo: a matriz polimérica de alginato e os complexos moleculares
formados com proteinas, ambos potencialmente modulando a biodisponibilidade do ativo.

Os dados de HPLC reforgaram essas observagdes, com a identificacdo de multiplos
tempos de retencao e bandas associadas ndo apenas ao I'TZ puro, mas também a intermediérios
formados com proteinas do extrato, caracterizando um sistema encapsulante multifasico. Essas
evidéncias confirmam o aprisionamento do farmaco em diferentes ambientes quimicos,
favorecendo uma liberacao prolongada e gradual.

O ensaio de Inibicdo do Crescimento Fungico (EICFI) demonstrou a efetividade do

sistema, com inibi¢do expressiva do crescimento de Sporothrix brasiliensis pelas esferas
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contendo ITZ. Notavelmente, esferas contendo apenas extrato de carne também apresentaram
efeito antifungico parcial, indicando que alteragdes estruturais em peptideos carneos durante a
reticulagdo com Ca** podem gerar compostos bioativos com atividade antifungica
complementar.

Além da eficacia terapéutica demonstrada in vitro, a formulag¢do proposta atende aos
critérios de palatabilidade, biocompatibilidade, custo acessivel e aplicabilidade em larga escala,
podendo ser utilizada em farmacias veterinarias, projetos de saude publica ou programas de
controle da esporotricose. A presenca do extrato de carne agrega valor sensorial a formulagao,
aumentando a probabilidade de aceita¢do espontanea pelos animais e reduzindo a necessidade
de administragao for¢ada.

Em sintese, a tecnologia desenvolvida oferece uma alternativa inovadora e adaptada a
realidade clinica felina, com potencial de transformar a forma como se administra antifingicos
em gatos, reduzindo falhas terapéuticas, ampliando a adesao e contribuindo para o controle de
uma grave zoonose emergente. Os resultados obtidos fornecem base so6lida para ensaios in vivo
futuros e aplicagdes translacionais, abrindo caminho para novas formulagdes farmacéuticas

direcionadas a medicina veterinaria de precisao.

8.0 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Dada a complexidade do tema e o cardter inovador da proposta desenvolvida, os
resultados obtidos neste estudo abrem diversas possibilidades para investigagdes futuras. A
seguir, sdo sugeridas linhas de pesquisa que poderdo aprofundar, expandir e validar as

descobertas aqui relatadas:
1. Ensaios clinicos in vivo com gatos infectados por Sporothrix brasiliensis

Avaliar a eficacia terapéutica real da formulacdo encapsulada, mensurando pardmetros
como tempo de cura, adesdo espontinea ao tratamento, efeitos colaterais e resposta

imunologica.
2. Testes de palatabilidade e aceitacdo voluntaria da formulagao

Realizar experimentos de campo para avaliar se a saborizagdo com extrato de carne aumenta
de fato a aceita¢do espontanea por gatos em condigdes reais de uso, com controle estatistico da

adesdo ao tratamento.
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3. Estudos farmacocinéticos e farmacodinamicos da formulagao encapsulada

Investigar a liberagdo controlada do ITZ no trato gastrointestinal felino, correlacionando a

estrutura do sistema encapsulante com a biodisponibilidade do fArmaco no plasma.
4. Otimizacao da formulagdo com polimeros combinados ou revestimentos entéricos

Testar combinagdes de alginato com outros biopolimeros (como quitosana, pectina ou

gelatina) ou revestimentos gastro-resistentes que favorecam a liberagao entérica do farmaco.
5. Caracterizagao de peptideos antifungicos no extrato de carne reticulado com célcio

Identificar, isolar e estudar os peptideos ou estruturas secundarias formadas apos reticulagdo

que apresentaram atividade antifungica parcial nos ensaios com esferas sem ITZ.
6. Estudos de estabilidade e shelf-life da formulagao

Avaliar a estabilidade fisico-quimica das esferas encapsuladas ao longo do tempo,
considerando diferentes condi¢des de armazenamento, com vistas a produ¢do em escala e

comercializagao.

7. Desenvolvimento de formulagdes adaptadas a outras vias de administragdao ou espécies

animais

Explorar o uso da tecnologia encapsulante para formulacdes transdérmicas, orais liquidas

ou adaptadas para outras espécies de interesse veterinario (como caes ou animais silvestres).
8. Aplicacdo da tecnologia para outros fArmacos de dificil administracao oral em gatos

Estender a metodologia para encapsular antibidticos, anti-inflamatdrios ou antiparasitarios

cuja administracdo seja igualmente comprometida por baixa palatabilidade ou efeitos adversos.
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