UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA

MARIE GABRIELE SANTIAGO

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO CLINICA
DE FORMULACOES CARREGADAS COM ITRACONAZOL PARA O
TRATAMENTO TOPICO DA ESPOROTRICOSE FELINA

Belo Horizonte

2021



MARIE GABRIELE SANTIAGO

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO CLINICA
DE FORMULACOES CARREGADAS COM ITRACONAZOL PARA O
TRATAMENTO TOPICO DA ESPOROTRICOSE FELINA

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
de Minas Gerais, como requisito parcial a obtencao
do grau de Mestra em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof.2 Dra. Gisele Assis Castro
Goulart

Co-orientadora: Prof.2 Dra. Raquel Virginia Vilela

Co-orientadora: Prof.2 Dra. Camila Stefanie
Fonseca de Oliveira

Belo Horizonte

2021



Santiago, Marie Gabriele.
S235d Desenvolvimento, caracterizac@o e avaliagdo clinica de formulacdes
carregadas com itraconazol para o tratamento tdpico da esporotricose
felina / Marie Gabriele Santiago. — 2021.
106 f. : il

Orientadora: Gisele Assis Castro Goulart.
Coorientadoras: Raquel Virginia Rocha Vilela e Camila Stefanie

Fonseca de Oliveira.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmécia, Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas.

1. Esporotricose — Teses. 2. Itraconazol — Teses. 3. Medicamentos —
Formas farmacéuticas — Teses. 4. Medicamentos — Avaliacdo — Teses —
Teses. 5. Solugbes farmacéuticas — Teses. |. Goulart, Gisele Assis
Castro. Il. Vilela, Raquel Virginia Rocha. lll. Oliveira, Camila Stefanie
Fonseca de. IV. Universidade Federal de Minas Gerais. Faculdade de
Farmécia. V. Titulo.

CDD:615.4

Elaborado por Darlene Teresinha Schuler — CRB-6/1759



g,
-'.. pERAJ .f."o

0
-
Y

weanag * f
‘.03)\ ...... .- -«.__0 :..
PR . TG
A g—. ¢ P 3

o
o
-
Seaaer

.!,‘l.l[l»
A ALY
.',:"Zun,

anttna,
™ hy Y

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DA ALUNA MARIE GABRIELE SANTIAGO

Realizou-se, no dia 28 de junho de 2021, as 09:00 horas, por videoconferéncia, a 3522 defesa
de dissertac¢do, intitulada DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO CLINICA DE
FORMULACOES CARREGADA COM ITRACONAZOL PARA O TRATAMENTO TOPICO DA
ESPOROTRICOSE FELINA, apresentada por MARIE GABRIELE SANTIAGO, numero de resgistro
2019672264, graduada no curso de FARMACIA, como requisito parcial para a obtencdo do
grau de Mestra em CIENCIAS FARMACEUTICAS, a seguinte Comissdo Examinadora: Prof(a).
Gisele Assis d Castro Goulart - Orientadora (UFMG), Prof(a). Raquel Virginia Rocha Vilela -
Coorientadora (UFMG), Prof(a). Camila Stefanie Fonseca de Oliveira - Coorientadora (UFMG),
Prof(a). Danielle Ferreira de Magalhaes Soares (UFMG), Prof(a). Marta Marques Gontijo de
Aguiar (UFMG).

A Comissao considerou a dissertacao:

(X) Aprovada

() Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada
por mim e pelos membros da Comissao.

Belo Horizonte, 28 de junho de 2021.

Documento assinado eletronicamente por Gisele Assis Castro Goulart,
Professora do Magistério Superior, em 28/06/2021, as 12:23, conforme horario
oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de
novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Marta Marques Gontijo de
Aguiar, Professora do Magistério Superior, em 28/06/2021, as 12:24,



“Jconforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto
n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

T
| 39!,. 5]

el' Documento assinado eletronicamente por Danielle Ferreira de Magalhaes
: ;3 e .‘ 3 Soares, Professora do Magistério Superior, em 07/07/2021, as 06:55, conforme

{ cletrbnica horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2 10.543, de
13 de novembro de 2020.

- 'i Documento assinado eletronicamente por Raquel Virginia Rocha Vilela,

.)elo I‘vj Professora do Magistério Superior, em 07/07/2021, as 10:59, conforme

’L:?ﬂi}fﬁf: "~ |horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2
10.543, de 13 de novembro de 2020.

— -' Documento assinado eletronicamente por Camila Stefanie Fonseca de
Del. ‘;\ Oliveira, Membro, em 07/07/2021, as 12:20, conforme horario oficial de
| ranes Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13 de
novembro de 2020.

. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

2 https://sei.ufmg.br/sei/controlador externo.php?

* acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o
codigo verificador 0802643 e o codigo CRC A4308367.

Referéncia: Processo n2 23072.232829/2021-64 SEI n2 0802643



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus pela minha saude e por ter permitido que eu trilhasse

caminhos tao providenciais. A todo momento senti seu amor por mim.

Aos meus amados pais, Renata e Sérgio, que sempre batalharam pela minha
educacdo e me permitiram viver em um lar de calma, amor e harmonia. Dedico, de

todo meu coragéo, esse trabalho e todas as minhas conquistas a VOCeés.

A professora Gisele, por todo carinho, amizade e dedicacéo. Serei eternamente grata
por ter me orientado e influenciado tdo positivamente na minha vida profissional e

pessoal, me ajudando sempre a “trabalhar com a solu¢gdo e n&do com o problema”.

Ao meu querido Bruno, por tanto companheirismo, apoio e acolhimento nesses ultimos
anos. Sempre me lembrando, com toda calma de sempre, que eu estava no melhor

caminho possivel. A caminhada foi melhor porque vocé estava junto comigo.

Aos meus queridos amigos e amigas que, nesses tempos de afastamento, sempre se
fizeram tdo presentes. Em especial, agradeco ao amado Marcio, pelo carinho,
amizade e risadas de todos os dias. As “meninas de Gisele”: Cris, Carol Faria, Carol
Dohanik, Bruna e Yamara, pelo companheirismo nessa etapa e conquista. Em
especial a Carol Dohanik e a Bruna, pelos varios dias de auxilio no desenvolvimento

do método analitico por CLAE. Foi muito importante partilhar com vocés!

A minha familia, tias, tios, primos e primas que sempre torceram e rezaram muito por
mim. Em especial, @ minha madrinha Fernanda, que sempre esteve ao meu lado com

todo amor e dedicagéo.

As professoras Camila e Raquel que, com todo amor pelo que fazem, tanto
contribuiram para o meu trabalho e me permitiram participar e levar cuidado aos

animais e aos pacientes.

A todos os professores, técnicos e colegas do LTF pela convivéncia harmbnica nos
altimos anos. Aos colegas da veterinaria, do projeto de esporotricose felina, por toda
recepcdo e disponibilidade. A UFMG, pela estrutura e por ter me permitido
fundamentar todo esse aprendizado. Ao CNPq pelo auxilio financeiro. E aos parceiros

que tanto contribuiram para execugéo desse projeto.



RESUMO

7

A esporotricose € uma infeccdo fungica endémica no Brasil que pode acometer
animais e humanos, apresentando risco de morte em individuos
imunocomprometidos, além de afastamento social decorrente das lesdes aparentes.
O alto numero de casos vem sendo associado a transmissédo zoongotica decorrente do
contato com gatos contaminados, que devem ser tratados adequadamente para que
haja o controle da infeccdo. Atualmente, a administracdo oral de capsulas de
itraconazol (ITZ) é a primeira escolha para o tratamento da esporotricose, tanto em
animais como em humanos. Entretanto, € um tratamento que necessita de dedicacéo
por parte dos tutores. Como a maioria dos animais apresenta lesdes cutaneas com
alta carga fungica, a aplicacdo de uma formulacao tépica carregada com ITZ pode ser
uma alternativa eficaz para melhorar o tratamento. No entanto, ndo ha no mercado
nacional uma formulacéo topica de ITZ. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver, caracterizar e avaliar a eficacia clinica de formulacbes tdpicas
carregadas com ITZ para o tratamento da esporotricose felina. Foram desenvolvidas
formulac@es oleosas fluidas e poliméricas viscosas carregadas com 1% p/p de ITZ.
Para o desenho das experimental, foi proposta a revisdo da literatura e avaliacdo da
solubilidade minima do ITZ em diferentes excipientes. As formulacfes foram avaliadas
quanto ao sensorial, aspectos macro e microscopicos, perfil reoldégico e de
espalhabilidade, além de teor de ITZ por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE). Nas formulacdes oleosas, 0 excipiente X1 foi estabelecido como o mais critico
na manutencao do ITZ solubilizado. Na formulacao polimérica, a presenc¢a do polimero
X26 propiciou a formacdo de uma rede polimérica coexistindo com micelas
poliméricas que mantiveram o ITZ solubilizado por mais de 30 dias. Ambas as
formulacbes apresentaram viscosidade e espalhabilidade adequadas para o
tratamento da esporotricose felina. A avaliacao clinica das formulacées foi conduzida,
inicialmente, em um caso piloto de um gato com leséo extensa, onde a aplicacéo de
uma gota por dia da formulacéo oleosa topica associada ao ITZ oral propiciou a cura
do animal; e posteriormente em estudo clinico com 80 gatos durante 5 meses, onde a
associacdo da formulacdo topica polimérica, com o mesmo esquema posoldgico,

apresentou eficacia, maior velocidade de cura e menos efeitos colaterais nos animais.

Palavras-chave: esporotricose zoondética; esporotricose felina; itraconazol; tratamento

tépico; eficacia



ABSTRACT

Sporotrichosis is a fungal disease endemic in Brazil that can affect animals and
humans, presenting a risk of death in immunocompromised individuals, in addition to
social withdrawal due to apparent injuries. The high number of cases has been
associated with zoonotic transmission due to contact with infected cats. For an
effective control of the disease it is important to treat the feline population properly.
Currently, oral administration of itraconazole (ITZ) capsules is the first choice for the
treatment of sporotrichosis, both in animals and in humans. However, it is an expensive
and time-consuming treatment. As most animals present skin lesions with a high fungal
load, a topical formulation loaded with ITZ can be an effective alternative to improve
the treatment of sporotrichosis lesions. However, there is no topical formulation loaded
with ITZ in the national market. Thus, the present study aimed to develop, characterize
and evaluate the clinical efficacy of the developed topical formulations loaded with ITZ
in the treatment of feline sporotrichosis. It was developed oily and polymeric
formulations with 1% w/w ITZ. For the experimental design, was proposed a literature
review and minimal solubility assay of ITZ in different excipients. Formulations were
characterized by the sensorial, macro and microscopic aspects, rheological and
spreadability profiles, and content of ITZ by high performance liquid chromatography
(HPLC). The excipient X1 was established as the most critical for the maintenance of
ITZ solubilized. For the polymeric formulation, the polymer X26 allowed the formation
of a network that coexisted with polymeric micelles that keep the ITZ solubilized for
more than 30 days. Both formulations presented appropriates viscosity and
spreadability for the treatment of feline sporothrichosis. The clinical evaluation of the
formulations was initially conducted in a pilot case of a cat with an extensive lesion,
where the application of one drop per day of the topical oily formulation associated with
oral ITZ provided the animal's cure; and later in a clinical study in felines, where the
association of the polymeric topical formulation, with the same dosage as the aill,
proved to be effective, with a faster cure and less side effects in animals.

Key words: zoonotic sporotrichosis; feline sporotrichosis; itraconazole; topical

treatment; effectiveness
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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca endémica no Brasil, sendo considerada hiperendemia
na cidade do Rio de Janeiro e outras cidades, devido a crescente transmissédo
zoonotica, sendo observado um numero crescente de casos no Brasil desde os anos
2000 (BARROS et al., 2010; ALZUGUIR et al., 2016; GREMIAO et al., 2020). Apesar
do risco de morte de humanos estar associado a individuos imunocomprometidos, ha
um custo social decorrente das lesdes aparentes, que implicam em alteragbes na
autoestima do paciente, afastamento das atividades de integracdo e sofrimento
psicolégico (PETER et al., 2016).

Atualmente a principal rota de transmissdo da doenga acontece pelo contato com
gatos contaminados. Portanto, é importante que a populacéo felina seja submetida a
tratamento adequado para que o controle da infeccdo seja eficaz, diminuindo as

transmissdes saprozoondtica e zoonotica (GREMIAO et al., 2015).

A administracdo oral de capsulas de itraconazol (ITZ) é a primeira escolha para o
tratamento da esporotricose felina no Brasil e no mundo (ROSSI et al., 2013; NAKASU
et al., 2020). Porém, apesar de eficaz, esse tratamento apresenta custo elevado e
efeitos colaterais, que ampliam os gastos veterinarios. Adicionalmente, o tempo de
tratamento, que pode variar de 1 a 12 meses, faz com que 30 a 40% dos tutores
abandonem o tratamento de seus animais (LLORET et al., 2013; GREMIAQO et al.,
2020), ou abandonem os animais nas ruas, aumentando a possibilidade de
transmisséo, ou ainda desistam do tratamento e encaminhem o animal para eutanasia
(BARROS et al., 2010).

Como boa parte dos animais apresentam como manifestacao clinica lesées cutaneas
com alta carga leveduriforme de Sporothrix spp. (GREMIAO et al., 2015; GREMIAO
et al., 2020), a aplicagdo de um medicamento tépico contendo ITZ pode ser uma
alternativa eficaz, capaz de reduzir os efeitos colaterais, aumentar a adesédo dos
tutores ao tratamento, proporcionar uma resposta mais rapida do que a administracéo
de ITZ por via oral e, consequentemente, reduzir o surgimento de novos casos.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver, caracterizar
e avaliar a eficacia clinica de formulacfes topicas de ITZ para o tratamento da

esporotricose felina.



14

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Infecgdes fungicas

As infeccdes fungicas sao condi¢cdes clinicas causadas por fungos e podem
apresentar evolucdo benigna, com lesbes superficiais que evoluem para cura, ou
evoluir para quadros mais complicados, como infeccdo sistémica em pacientes
imunocomprometidos (MARTINEZ-ROSSI et al., 2017; NWEZE & EKE, 2017). A
incidéncia dessas infeccdes varia de acordo com as condi¢cdes socioeconémicas, com
o local de moradia, com habitos culturais e com o numero de individuos susceptiveis
(GIACOMAZZ] et al., 2015).

A incidéncia mundial das infeccfes fungicas tem aumentado nos dltimos anos, bem
como o risco do desenvolvimento da forma sistémica (LOCKHART & GUARNER,
2019). Um dos principais fatores responsaveis por esse aumento esta relacionado ao
sistema imunologico do hospedeiro, sendo muitos relatos associando infec¢des
fungicas graves a imunoterapia no tratamento do cancer, as doencgas autoimunes, ao
uso de imunomoduladores no transplante de 6rgaos e de fluidos entre pacientes e ao
uso de medicamentos para tratar doencas inflamatérias crénicas (FRIEDMAN &
SCHWARTZ, 2019; LOCKHART & GUARNER, 2019). Além disso, deve-se considerar
também o0s mecanismos dos patdégenos que, cada vez mais, tém apresentado

resisténcia aos antifingicos (WU et al., 2017).

Apesar da relevancia e gravidade da manifestacdo sistémica, as infec¢des fungicas
ainda sdo consideradas doencas negligenciadas (RODRIGUES, 2019). Segundo o
Fundo Global de A¢des contra Infeccbes Fungicas (GAFFI- Global Action Fund for
Fungal Infections), estima-se que no mundo cerca de 300 milhdes de pessoas
manifestem alguma les&o fangica por ano e, dessas, cerca de 1,5 milhdes evoluem
para obito. Isto significa que aproximadamente 150 pessoas morrem por hora devido
a infeccado fungica (BONGOMIN et al., 2017; GAFFI, 2021). No Brasil, estima-se que
mais de 3,8 milhdes de individuos em tratamento contra o cancer, submetidos a
transplante de 6rgéos, com histérico de asma, tuberculose, HIV e residentes em areas

endémicas, manifestam infec¢des fungicas graves (GIACOMAZZI et al., 2015).

Além de ser um problema de saude publica, as infecgbes fungicas também
representam um problema econdmico, uma vez que o tratamento pode chegar a 400

mil reais por paciente para o sistema de salde, como alguns tratamentos com
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anfotericina B (BORBA et al., 2018). No entanto, apesar de alguns estados brasileiros
como Minas Gerais solicitarem notificacdo de casos (Resolucdo SES 6532, 2018), em
ambito nacional, nenhuma infec¢do fungica € de notificagdo compulséria no pais
(BRASIL, 2020), o que pode sugerir que o namero de infectados e os gastos com

tratamentos sejam ainda maiores.

No Brasil, fungos da espécie Cryptococcus neoformans constituem os principais
agentes relacionados a Obitos em pacientes imunodeprimidos acometidos com
infeccdes sistémicas (GIACOMAZZI et al., 2015). Entretanto, outras micoses, como a
esporotricose, tém sido associadas a altos indices de mortalidade e afastamento
social e empregaticio (RODRIGUES & ALBUQUERQUE, 2018).

2.2 Esporotricose
2.2.1 Etiologia e patogénese

A esporotricose € uma infeccao fungica crénica que acomete tanto humanos quanto
animais, sendo causada por fungos termo dimorficos do género Sporothrix
(OROFINO-COSTA et al.,, 2017; FERNANDES et al., 2018). A etiologia do género
Sporothrix constitui um complexo parasitario de diversas espécies. De maneira geral,
de acordo com analises filogenéticas, classificam-se 51 taxons, divididos entre clado
clinico (maioria patbgenos humanos), onde se encontram as espécies S. schenckii, S.
lurieri, S. globosa, S. mexicana e S. brasiliensis; e clado ambiental, onde se encontram
as espécies S. pallida, S. candida, S. inflata (ZHOU et al., 2014; OROFINO-COSTA et
al., 2017).

As espécies S. brasiliensis e S. schenckii sédo as que apresentam maior potencial de
viruléncia para o ser humano, sendo a primeira restrita ao territorio brasileiro
(FERREIRA, 2016). Em areas endémicas como Australia, Africa do Sul e América do
Norte, o principal agente etioldgico é o S. schenckii. Enquanto na Asia, o S. globosa é
responsavel pela maioria dos casos de esporotricose em humanos (OROFINO-
COSTA et al, 2017). JA& em animais, 0s principais agentes causadores da
esporotricose sao as espécies S. schenckii, S. humicola e S. brasiliensis, sendo essa

ultima o principal agente etioldgico da infec¢do no Brasil (GREMIAO et al., 2020).

Uma das principais caracteristicas desses fungos é seu dimorfismo térmico. Sao

encontrados na forma saprofitica flamentosa em cultura in vitro e solos ricos em
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matéria organica (temperatura aproximada de 25 °C e umidade elevada); e na forma
leveduriforme (parasitaria) em cultura in vitro, no homem e em outros animais
(temperatura entre 35-37 °C) (Figura 1) (LACAZ et al., 2002).
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Figura 1: Microscopia 6ptica da fase filamentosa (A) e da fase leveduriforme (B) de Sporothrix spp.

Fonte: Lacaz, 1998.

Segundo Chakrabarti e colaboradores (2015), os fungos Sporothrix spp. destacam-se
de outras espécies dimorficas por apresentarem ampla distribuicdo geogréafica e
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e ecoldgicas diferentes, variando de acordo
com a regido em que a doenca ocorre. Adicionalmente, dentro deste grupo, sao os
anicos fungos que ndo apresentam a via pulmonar como a principal porta de infeccao

e € 0 Unico com importante transmissao zoonotica.

7

A mudanca na morfologia deste fungo € crucial no processo de infeccdo em
mamiferos. Frente a mudanca de temperatura, as espécies do clado clinico
transformam-se com maior facilidade que as do clado ambiental, produzindo uma
maior quantidade de células leveduriformes e com maior patogenicidade (OROFINO-
COSTA et al., 2017; HE et al., 2021). Outro fator importante na viruléncia dos fungos
do género Sporothrix é a producdo de melanina. A melanina presente na sua parede
celular facilita o escape das células de defesa do hospedeiro, sendo capaz de inibir a
expressdo de antigenos durante os estagios iniciais e finais da infeccdo; e
desempenham um papel importante na resisténcia aos antifangicos (ALMEIDA-PAES
et al., 2016; SONG et al., 2020).

2.2.2 Transmissao

A contaminacéo classica de esporotricose ocorre a partir da inoculagdo cutanea ou
subcuténea traumatica da forma filamentosa do fungo presente em madeiras, galhos

e espinhos contaminados. Por este motivo a doencga era frequentemente relacionada
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a profissdes como jardineiros e floristas (FERREIRA, 2016; FERNANDES et al.,
2018). Entretanto, animais contaminados sao considerados reservatérios e podem
transmitir a doenca aos seres humanos a partir da inoculacdo de formas
leveduriformes do fungo por meio de mordidas, arranhdes ou pelo simples contato
direto com a lesdo do animal (Figura 2) (THOMSON et al., 2019).

Esporotricose humana

(Ss)
SEE M =

Esporotricose felina

o ==

Esporotricose canina

Legenda \\

I Sapronoses S Ny
I Zoonoses ~'> 7

B Transmissdo animal horizonta R Solo it aa
[2] Desconhecido Esporotricose murina _ Ambiente

s. schenckii H @ @
S. brasiliensis ’ 9
@ S. globosa
[

.
L d
—‘—‘
-
Fezes

Alto
2 Médio
Baixo f

Figura 2: Rotas de transmissdo de esporotricose humana e animal.

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al., 2016.

As espécies S. schenckii e S. globosa sdo cosmopolitas e frequentemente
relacionadas com a transmissdo ambiental da esporotricose. Ja a espécie S.
brasiliensis estd associada a transmissdo zoonética por mordidas e arranhdes,
causados principalmente por gatos (RODRIGUES et al., 2016). Essas diferentes rotas
de contagio exigem diferentes politicas publicas de salde para o manejo e controle
dessa micose (PAIVA et al., 2020).

Segundo Ferreira (2016), a doenga acomete diferentes animais, mas a ocorréncia em

gatos corresponde ao maior fator zoonético de transmissao, uma vez que suas lesées



18

apresentam grande carga de leveduras. O comportamento felino é outro agravante.
Geralmente, os gatos adultos com acesso a rua néo se fixam no local onde residem,
saindo para cacar ou acasalar, o0 que aumenta a chance de contato com gatos
contaminados com esporotricose (MONTENEGRO et al., 2014; ROSSATO, 2017). Ao
retornar ao lar, esses gatos se apresentam como potenciais transmissores da
infeccdo, tanto para outros animais quanto para humanos, desempenhando papel
fundamental na manutencdo da forma de contaminacdo zoonética (PAIVA et al.,
2020).

2.2.3 Epidemiologia

A esporotricose € classificada como endémica em regides tropicais e subtropicais do
globo, sendo prevalente em paises como Brasil, india, México, Peru, Estados Unidos,
China, Jap&o e Africa do Sul (ISHAM, 2021). A descricdo do primeiro caso clinico de
esporotricose foi feita por Benjamin Schenck, em 1898, no Hospital Johns Hopkins
(Baltimore, EUA) (OROFINO-COSTA et al., 2017). Apesar de ndo ser uma doencga de
declaracdo compulsoria, ao longo das décadas diversos novos casos foram relatados
em todo mundo, sendo estimada uma incidéncia de 40 mil novos casos todos 0s anos,
principalmente em &reas hiper endémicas (Peru, Brasil e México) (Figura 3)
(CHAKRABARTI, et al., 2015; BONGOMIN et al., 2017).

Carga relativa da
esporotricose
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Figura 3: Distribuicdo e carga relativa de esporotricose no mundo.

Fonte: Adaptado de Chakrabarti et al., 2015.
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No Brasil, a regido com maior nimero de casos de esporotricose € a regido Sudeste
(GREMIAO et al., 2020). Apesar de ser mais prevalente em mulheres entre 30-60
anos, é uma doenca capaz de acometer individuos de ambos os géneros, em qualquer
faixa etaria, dependendo das atividades realizadas que geram diferentes riscos de
exposicao ao fungo (BARROS et al., 2011a; SILVA et al., 2012; LECCA et al., 2020).

Desde a década de 1990, tem-se observado o crescimento da transmissdo zoonotica
da doenca no pais, sendo que poucos estados ainda apresentam prevaléncia na
transmissao classica ocupacional (PAIVA et al., 2020). Estados como Rio de Janeiro,
Séo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul séo consideradas zonas endémicas ou
epidémicas de esporotricose como zoonose (Figura 4) (GREMIAO et al., 2017; PAIVA
et al., 2020).
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Figura 4: Ocorréncia de esporotricose felina e transmissédo zoonética por estados, no Brasil.

Fonte: Adaptado de Gremido et al., 2020.

A cidade do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro) é considerada o centro da epizootia e da
epidemia zoonotica de esporotricose (GREMIAO et al., 2017). O alto nimero de casos

na cidade tem sido relacionado a interagdo homem-gato, sendo a transmissao por
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felinos contaminados um dos principais fatores causais do aumento de incidéncia dos
casos em humanos (OROFINO-COSTA et al., 2017).

Entre 1998 e 2011, a Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro) relatou 4.188
casos de esporotricose diagnosticados em humanos (SILVA et al.,, 2012).
Posteriormente, Viana e colaboradores (2015) demonstraram que entre 1998 e 2015,
244 caes e 4703 gatos foram diagnosticados no municipio. Em 2016, segundo a
Vigilancia Sanitaria do Rio de Janeiro, houve um aumento de 400% no ndmero de
casos de esporotricose felina no municipio, tendo sido feitos 10.283 atendimentos a
mais do que no ano anterior (ROSSATO, 2017). Tais dados alarmantes fizeram com
que a cidade do Rio de Janeiro fosse classificada como hiperendémica para
esporotricose associada a gatos (GREMIAO et al., 2017).

Outros estados e cidades também tém demonstrado esse perfil de esporotricose por
transmisséo zoonotica. A cidade de Belo Horizonte, no estado de Minas Gerais, tem
sido considerada uma area epidémica de esporotricose associada a gatos. Lecca e
colaboradores (2020) conduziram um estudo entre os anos de 2016 e 2018 e
identificaram 56 casos de esporotricose humana em regifes com alta prevaléncia de

esporotricose felina (118 gatos foram diagnosticados neste intervalo de 3 anos).

Da mesma forma, na cidade de Sao Paulo (S&o Paulo), entre 2011-2013, foram
diagnosticados 163 casos de esporotricose felina, sugerindo que esse surto pode
afetar ainda mais a populacéo de gatos que vivem nas ruas e, consequentemente, as

pessoas que convivem com eles (MONTENEGRO et al., 2014).

Esses dados alarmantes se devem a diversos fatores, destacando-se a auséncia de
um programa de controle da infeccéo, a dificuldade no manejo de gatos doentes e a
falta de conhecimento da esporotricose pela maior parte da popula¢édo (GREMIAO et
al., 2020). Dessa forma, se ndo forem implantadas estratégias publicas de saude
guanto a prevencao e tratamento da esporotricose, as perspectivas sdo de aumento
desses numeros (PAIVA et al., 2020).

2.2.4 Diagndstico

A esporotricose pode apresentar evolucdo benigna, dependendo da extensdo das
lesGes e do tempo da doenca, ou pode evoluir de maneira maligna e levar o paciente/

animal a 6bito (HUGO et al., 2013). E uma doenca que apresenta custo social, visto
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que as lesbes aparentes implicam em alteracdes na autoestima do paciente,
afastamento das atividades de integracdo e sofrimento psicologico (PETER et al.,

2016). Para minimizar os riscos, é essencial um diagndstico correto e rapido.

Atualmente, o padrédo ouro para o diagnostico baseia-se no isolamento do fungo por
meio de raspagem da lesdo ou aspiracao da secrecéo purulenta (FERREIRA, 2016).
A cultura é o método mais simples, mais seguro e mais barato para identificacdo do
fungo. Visualmente, em cultura a 25 °C, a forma miceliana apresenta superficie
enrugada e dobrada, com coloracdo acastanhada e enegrecida (Figura 5A). Quando
a cultura é incubada a 37°C observa-se a forma leveduriforme do fungo, com colénias
de aspecto Uumido, cremoso e coloragdo pardacenta-amarelada (Figura 5B). Na
avaliacdo microscopica de isolados de cultura sdo observadas hifas hialinas septadas

e conidios ovais dispostos em forma de “margarida” (ZAITZ et al., 1998).

Figura 5: Aspecto macroscopico de culturas de Sporothrix spp. (A) Aspecto enegrecido e de
superficie enrugada de uma col6nia filamentosa em agar batata, apos 21 dias de incubacéo a 25°C;
(B) coloracéo pardacento-amarelada de aspecto imido e cremoso em coldnias leveduriformes
incubadas a 37°C, por 10 dias, em agar infuséo de cérebro.

Fonte: Almeida-Paes, 2012.

Pelo método de Gram, as estruturas leveduriformes podem ser identificadas como
gram-positivas de formas esféricas, alongadas e ovais (LACAZ, 2002). Métodos
histopatolégicos e sorologicos também podem ser empregados para auxiliar no
diagnostico. Entretanto, a confirmagdo somente é feita apds o isolamento do S.
schenckii em cultura incubada a 25 °C e sua converséao da forma filamentosa para a
leveduriforme a partir do aumento da temperatura de incubacéo para 37 °C (HUGO et
al., 2013; FERREIRA, 2016).
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2.2.5 Manifestacdes clinicas e tratamento

2.2.5.1 Esporotricose felina

A esporotricose felina € uma micose subcutanea que pode se manifestar de forma
assintomatica (auséncia de lesbes cutaneas), com lesdes cutaneas unicas ou
disseminadas até um quadro de infeccdo sistémica, que é considerado fatal
(SCHUBACH et al., 2004; GREMIAO et al., 2020). No Brasil, o principal agente
etiologico em gatos € o S. brasiliensis (NAKASU et al., 2020), e a forma clinica mais
comum consiste no aparecimento de lesfes cutaneas disseminadas, com nddulos
ulcerados (principalmente na regido da cabega) e com acometimento da mucosa nasal
(Figura 6A-B) (GREMIAO et al., 2015; GREMIAO et al., 2020). Algumas lesdes
podem ulcerar e drenar exsudatos sanguinolentos e/ou purulentos. E, em alguns
casos, é possivel observar zonas de necrose, que expdem o musculo e/ou 0sso
(Figura 6C) (GREMIAO et al., 2020).

Figura 6: Tipos de lesdo e manifestacdo clinica da esporotricose felina. Esporotricose cutdnea
disseminada com lesBes nodulares ulceradas na face e membros inferiores (A) e (B); lesédo extensa
no lébulo posterior esquerdo da cabeca (atrds da orelha), com exposi¢cdo da musculatura, causada

por Sporothrix spp (C).

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

A esporotricose acomete também o sistema respiratério superior dos gatos. Dessa
forma, € comum encontrar animais com sintomas respiratérios, como espirros,
dispneia e secrec¢éo nasal (GREMIAO et al., 2020). O aparecimento desses sintomas
pode preceder o aparecimento de lesGes cutaneas, entretanto, alguns animais podem
nunca manifesta-las. O acometimento da mucosa nasal e aparecimento de sintomas
gripais tém sido relacionados a reinfec¢des, falha no tratamento e morte do animal
(GREMIAO et al., 2015; DE SOUZA et al., 2018).
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Apesar de apresentarem multiplas lesdes e manifestacbes respiratorias, os gatos
acometidos pela esporotricose geralmente apresentam bom estado geral de saude

(GREMIAO et al., 2020). Assim, o progndstico dependera da extenséo das lesdes.

Gatos em tratamento com antifingicos apresentam menor potencial de transmisséo
do Sporothrix spp., devido a diminui¢do da carga micética (GREMIAO et al., 2020).
Atualmente, o itraconazol (ITZ) € o farmaco preconizado para o tratamento da
esporotricose felina no mundo (Tabela 1) (ROSSI et al., 2013; NAKASU et al., 2020).
Entretanto, o custo e tempo do tratamento, que pode variar de 1 a 12 meses, fazem
com que 30 e 40% dos tutores abandonem o tratamento dos animais (LLORET et al.,
2013; GREMIAO et al., 2020).

Tabela 1: Posologia dos fArmacos comumente utilizados no Brasil para tratamento da esporotricose

felina.
Farmaco Dose preconizada
Itraconazol 100 mg a cada 24h (para gatos com mais de 3 KQ);
(Capsula) 50 mg a cada 24h (para gatos entre 1 e 3 KQ);

50 mg/ Kg a cada 24h (para gatos com menos de 1 Kg).

Itraconazol Dose de acordo com peso do animal
+ +
lodeto de Potassio 2,5 -5 mg/Kg a cada 24h
(Capsulas)

Fonte: Adaptado de Gremiao et al., 2020.

Muitas vezes o tratamento pode ser associado a administracdo oral de capsulas iodeto
de potassio que, em associacdo ao ITZ, aumenta a eficacia do tratamento. Para casos
em gue exista infeccdo reincidente apos uso do ITZ, a administracdo intralesional ou
subcutanea de anfotericina B lipossomal tem sido uma alternativa (GREMIAO et al.,
2020). O tratamento adequado é imprescindivel para manter o controle sanitario da
doenga, uma vez que a elevada proliferacéo de gatos em ambientes urbanos acaba
por formar colénias numerosas com grande potencial de transmisséo e disseminacgao
(GREMIAO et al., 2015).
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2.2.5.2 Esporotricose humana

Em humanos, a forma cutédnea da esporotricose € a prevalente, sendo caracterizada
pela formacdo de nddulos localizados que podem ulcerar ou supurar (THOMSON et
al., 2019). Entretanto, a infeccdo pode acometer também mucosas, visceras e sistema
nervoso central, trazendo complicagcbes ao caso clinico do paciente (OLIVEIRA,
2014).

As apresentacdes clinicas dependem do estado imunolégico do hospedeiro, da carga
inoculada e da patogenicidade do fungo (BARROS et al., 2011b). Em pacientes
imunossuprimidos devido a infecgéo pelo virus HIV e outras comorbidades (diabetes,
uso crénico de anti-inflamatérios esteroidais), a esporotricose pode evoluir para casos
graves de endocardite, comprometimento da mucosa nasal e ocular,
comprometimento pulmonar e osteoatrticular, endoftalmite e uveite. Entretanto, o caso
mais grave é a meningoencefalite por esporotricose, que apresenta baixa resposta
terapéutica e pode levar o paciente a 6bito (BARROS et al.,, 2011b; QUEIROZ-
TELLES et al., 2019).

Enquanto manifestacdo clinica, a esporotricose humana € classificada como:
cutanea, podendo ser localizada, cutaneo-linfatica e disseminada; e a extra cutanea,
com acometimento sistémico (FERREIRA, 2016). A forma clinica localizada (Figura
7A) constitui-se de Unica ou poucas les6es no local da inoculacdo, apresentando
geralmente aspecto Ulcero-crostosa com lesdes eritematosas e sem acometimento do
sistema linfatico (BARROS et al., 2010).

A forma cutaneo-linfatica (Figura 7B) é a mais frequente, respondendo por
aproximadamente 75% dos casos. Caracteriza-se pela formagdo de uma lesao
nodular subcutanea no local da inoculacdo, que ocasiona a disseminacdo do fungo
pelo sistema linfatico, permitindo o surgimento de nédulos e lesbes que podem ser
ulceradas ao longo de todo trajeto linfatico do paciente (FERREIRA, 2016; HUGO et
al., 2013).

A forma disseminada (Figura 7C) caracteriza-se pelo aparecimento de diversas
lesbes cutaneas em diferentes locais do corpo. Esse quadro clinico pode estar
relacionado a inoculagdes multiplas ou a casos de imunossupressédo, como infecgao
por HIV, cancer e uso de imunossupressores. No caso da esporotricose invasiva, a

infeccdo fungica € capaz de se instalar em qualquer 6rgéo por disseminagdo hemética
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ou contiguidade (FERREIRA, 2016). Geralmente, este tipo acomete pacientes que
apresentam comorbidades, como diabetes, alcoolismo, leucemia e doencas
imunossupressoras, e gera lesdes pulmonares, ésseas, no sistema nervoso central e
mucosas (SCHUBACH et al., 2018; VASQUEZ-DEL-MERCADO et al., 2012). Por
altimo, ha a manifestacdo clinica sistémica, que esta sempre associada a uma
deficiéncia do sistema imunolégico (FERREIRA, 2016).

Figura 7: LesBes da esporotricose humana. (A) Lesao facial ulcerada de esporotricose cutanea
localizada (Fonte: Peter et al., 2016). (B) Les6es nodulares ulceradas de esporotricose cutaneo-
linfatica (Fonte: Mahajan, 2015). (C) Lesdes de esporotricose disseminada (Fonte: Fernandes et al.,
2018).

Em humanos, a esporotricose pode apresentar evolucdo benigna, dependendo da
extensdo das lesGes e do tempo da doenca, ou pode evoluir de maneira maligna e
levar o paciente a Obito, principalmente nos casos de esporotricose extra cutanea
(HUGO et al., 2013).

Para o tratamento da esporotricose, diferentes farmacos podem ser empregados,
dependendo da evolucéo clinica da doenca, da extensao e tipo de lesdo, do acesso
ao medicamento e das contraindicacfes (LOPES-BEZERRA et al., 2006). O ITZ é o
farmaco de primeira escolha para o tratamento da doenca, enquanto iodeto de
potassio e outros antifungicos (terbinafina, fluconazol e anfotericona B) sdo opcdes
secundarias (FICHMAN et al., 2019).

No tratamento das manifestacdes clinicas cutaneas recomenda-se a administragdo
oral de 200 a 500 mg de ITZ, de uma a duas vezes ao dia, durante trés a doze meses
(KAUFFMAN et al.,, 2007). Entretanto, em um estudo conduzido por Barros e
colaboradores (2011b) com 645 pacientes, a administragdo de 100 mg de ITZ por 12

meses mostrou-se eficaz e segura, com uma taxa de cura de 94,6%.
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2.3 ltraconazol

O itraconazol (ITZ) é um derivado triazolico de primeira geracdo, praticamente
insolavel em agua (coeficiente de particdo n-octanol/ 4gua pH 8,1 = 5,66), utilizado
como antifungico de amplo espectro, sendo considerado o farmaco de primeira
escolha para o tratamento da esporotricose felina e humana (WILLEMS et al., 2001;
FICHMAN et al., 2019; GREMIAO et al., 2020).

Na estrutura quimica do ITZ h& anéis triazélicos que desempenham papel crucial na
atividade antifiungica, bem como na toxicidade apresentada pelo farmaco (Figura 8)
(HARDIN et al., 1988).

Figura 8: Estrutura quimica do itraconazol. Os anéis triazolicos estdo destacados com retangulos
azuis e o 4&tomo de nitrogénio N4 com uma seta vermelha.

Fonte: Pubchem, acesso em marco de 2021.

O ITZ exerce atividade antifungica ao impedir a sintese do ergosterol, um tipo de
esterol necessario a formacdo da membrana celular dos fungos. Essa atividade ocorre
a partir do bloqueio da enzima CYP51A, impedindo a conversdao do precursor
lanosterol em ergosterol (PRASAD et al., 2016). A interrupcdo dessa sintese ocorre
guando o atomo de nitrogénio N4 do triazol heterociclico (Figura 8) se liga ao atomo
de ferro presente na enzima CYP51A dos fungos (MERCER, 1983; HITCHCOCK et
al., 1990). Pode ocorrer, ainda, a formacgéo de ligacdes de hidrogénio entre a cadeia
carbbnica ligada ao anel 1,2,4-triazol-3-ona do ITZ e o aminoacido ASN-230 da
CYP51A de algumas espécies de fungos, como o S. schenckii (MATOWANE et al.,
2017). Tais interacdes acarretam a eliminacdo do oxigénio necessario a reacdo de
catalisacdo mediada pela enzima CYP51A, impedindo a converséo do lanosterol em

ergosterol. O déficit de ergosterol leva a desorganizacdo da membrana celular e
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acumulo de esterdis metilados na membrana, prejudicando o0 crescimento e a
proliferacédo, além de causar morte celular (Figura 9) (SHAPIRO et al., 2011; PEYTON
et al., 2015).
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Figura 9: Mecanismo de acao do itraconazol na membrana celular de fungos. (A) Sintese de
ergosterol a partir do lanosterol e manutencéo da integridade da membrana. (B) Inibicdo da enzima
CYP51A pelo itraconazol, com desorganizacdo da membrana e acimulo de esterdis toxicos.

Fonte: Adaptado de Sueth-Santiago et al., 2015.

Atualmente, o ITZ é comercializado mundialmente na forma de capsulas, suspensao
oral e injecdo endovenosa (PEYTON et al.,, 2015). Porém, no Brasil, o ITZ é
comercializado apenas nas formas de capsulas para administracéo oral por diferentes
industrias farmacéuticas, sendo o medicamento de referéncia registrado como
Sporanox ® (Jansen-Cilag) (ANVISA; MARTINELLO, 2007).

Apesar de ser comumente administrado pela via oral, a biodisponibilidade do ITZ é
muito baixa (cerca de 55%), devido a baixa solubilidade e absorcdo incompleta
(THAKKAR et al., 2015). Adicionalmente, a administragdo sistémica em doses muito
altas (>400 mg/dia) pode acarretar efeitos colaterais, sendo os mais comuns: vomito,
dor, nausea e desordens gastrointestinais (MARTIN, 1999; CROSS et al., 2000). No
entanto, reagbes adversas importantes também séo relatadas na literatura, como

insuficiéncia cardiaca congestiva (FUNG et al., 2008), hipertensdo, hipocalemia
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(HOFFMANN et al., 2018), psoriase (CHIU et al., 2018) e hepatotoxicidade severa
(LOU et al., 2011).

Para o tratamento de desordens fungicas tdpicas, o ITZ deve ser disponibilizado
eficientemente no estrato corneo. Entretanto, a baixa biodisponibilidade oral limita
esse processo (THAKKAR et al., 2015). Somente 4 dias apés o inicio do tratamento o
ITZ é identificado na pele e anexos em concentracfes maiores que as plasmaticas
(DONCKER et al., 2017). Dessa forma, para o tratamento de lesdes fungicas tdpicas,
o ideal seria administrar uma formulacdo de ITZ diretamente nas lesdes. Varias
pesquisas tém sido conduzidas no intuito de desenvolver nanoparticulas (PASSOS et
al., 2020), géis (EL-SHERIDY et al., 2019; NORONHA et al., 2020) e cremes (KIM et
al., 2015) para aplicacdo topica. Apesar disso, Sd80 poucos 0s registros de
medicamentos tépicos contendo ITZ, sendo encontrados apenas na india, mas sob
fortes criticas quanto a aprovacao regulatéria e ao uso indiscriminado (VERMA et al.,
2020).

Segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), o ITZ é um farmaco de
classe I, pois apresenta baixa solubilidade e alta absor¢cao no organismo (THAKKAR
et al., 2015). Com o objetivo de melhorar sua solubilidade, diversas alternativas vém
sendo pesquisadas, como a complexacdo com ciclodextrina (MIYAKE et al., 1999;
FRANCOIS et al., 2005); formacao de sal (TAO et al., 2009); micronizacdo (BARRETT
et al., 2008); producéo de sistemas auto emulsionantes e solucdes oleosas (HONG et
al., 2006; WOO et al., 2008); nano e microssuspensdes (PERMANA et al., 2020; LI et
al., 2020); emulsdes (KIM et al., 2019); microemulsées (MALI et al., 2017,
CHUDASAMA et al., 2019); nanocarreadores, como nanoesferas (BIAN et al., 2013),

micelas poliméricas (LI et al., 2018) e nanoparticulas lipidicas (KIM et al., 2010).

O estudo das propriedades fisico-quimicas de um farmaco € essencial durante o
desenvolvimento de uma formulacéo, sendo a solubilidade um dos parametros mais
importantes (ALLEN et al., 2013). A solubilidade em agua nos diz sobre a quantidade
de farmaco que podera dissolver e ser disponibilizada para absorcdo, a fim de
alcancar o efeito terapéutico desejado (GIBSON, 2009; ALBUQUERQUE, 2018).

Muitos métodos sdo empregados com o objetivo de aumentar a solubilidade dos
farmacos, sendo a cossolvéncia um método amplamente utilizado (SARFRAZ et al.,
2017). Neste método, o farmaco lipofilico € solubilizado em um solvente em que é
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altamente soluvel e, posteriormente, sdo adicionados outros solventes, fazendo com
que a polaridade de todo sistema seja reduzida e a solubilidade em meio aquoso
otimizada (KEARNEY et al., 2019). A mudanca na polaridade do sistema acontece
porque os componentes adicionados ao solvente possuem grupos doadores e
aceptores de hidrogénio, além de cadeias carbbnicas. Dessa forma, ha maior
interacdo do sistema com a agua, por meio de ligacdes de hidrogénio, e diminuicao
da capacidade da agua em repelir compostos hidrofébicos, melhorando sua disperséo
em meio aquoso (RAJ et al., 2011; ALBUQUERQUE, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral
Desenvolver, caracterizar e avaliar a eficacia clinica de formula¢cdes carregadas com

ITZ para o tratamento topico de esporotricose felina.

3.20bjetivos especificos

- Conduzir estudos de pré-formulacéo para selecionar excipientes grau farmacéutico

gue propiciem a solubilizacado e estabilizacdo do ITZ;
- Desenvolver formulacdes topicas carregadas com ITZ;

- Desenvolver um método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia

(CLAE) para quantificacdo do ITZ nas formulacdes;

- Caracterizar as formulacdes desenvolvidas quanto aos aspectos macroscépico e
microscopico (microscopia Optica de luz polarizada e microscopia eletrénica de

varredura); perfil reolégico e teor de ITZ;

- Avaliar a eficacia clinica das formulacbes desenvolvidas em felinos contaminados

com esporotricose.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

O Itraconazol (ITZ) (Aktinos Pharma, Hyderabad, india) foi gentilmente fornecido pela
Hipolabor Farmacéutica Ltda. (Belo Horizonte, Brasil). O &lcool benzilico grau
farmacéutico e o benzoato de benzila grau farmacéutico foram fornecidos pela
MERCK KGaA (Darmstadt, Alemanha). A dimetil isorsobida (Arlasolve™), 6leo de
cartamo super refinado (Super Refined™ Safflower Qil), 6leo de sésamo super
refinado (Super Refined™ Sesame Qil), lanolina ultrapura (Medilan™ Ultra), 6leo de
soja (Super Refined™ Soybean Qil), 6leo de girassol super refinado (Seatons Refined
Sunflower Qil), isoestearato de isoesterila (Crodamol™ [SIS), 6leo de oliva super
refinado (Super Refined™ Olive Qil) e polietilenoglicol 400 super refinado (Super
Refined™ PEG 400) foram gentilmente doados pela Croda International Plc (Sanith,
Reino Unido). O ¢éleo de ricino polioxil 35 purificado (Kolliphor® ELP), miristato de
isopropila (Kollicream® IPM), alcool cetoestearilico (Kolliwax® CSA50), polioxil 15-
hidroxiestearato (Kolliphor® HS15), copolimero de polivinil caprolactama- acetato de
polivinil polietilenoglicol (Soluplus®) e poloxamer 407 (Kolliphor® P 407) foram
gentilimente doados pela Basf (Ludwigshafen, Alemanha). O éter monoetilico de
dietilenoglicol (Transcutol®) foi gentilmente doado pela Gattefossé (Lyon, Franca)
através da MCassab (Sao Paulo, Brasil). As vitaminas E acetato oleosas foram obtidas
de dois fornecedores: RJR Nutrientes e Farmoquimicos (Osasco, Brasil), gentilmente
cedido pela prépria empresa; e da Biovital (Sao Carlos, Brasil), gentiimente cedida
pelo grupo Citopharma® (Belo Horizonte, Brasil). O BHT grau farmacéutico foi cedido
pela Debonne Dermocosméticos (Belo Horizonte, Brasil). O metanol grau CLAE e a
acetonitrila grau CLAE foram obtidas da Fischer Chemicals (Waltham, EUA), enquanto
o etanol absoluto grau analitico, o sulfato de tetrabutilamonio hidrogénio e o tampéo
fosfato pH 7,4 foram adquiridos da Synth (Sao Paulo, Brasil).
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4.2 Métodos
4.2.1 Estudos de pré-formulagéo

4.2.1.1 Selecdo de excipientes grau farmacéutico

Inicialmente foi realizado um levantamento na literatura sobre potenciais excipientes
grau farmacéutico que poderiam ser utilizados no desenvolvimento de uma
formulacédo tépica carregada com ITZ. A pesquisa foi feita em bases cientificas de
dados como SciELO, Pubmed (Medline) e Google Scholar. A busca por artigos
cientificos nessas bases foi feita em inglés, utilizando inicialmente expressdes-chaves
como: ‘itraconazole solvent”, “itraconazole for topical application”, “itraconazole for
dermal application” e “topical application of insoluble drugs”. Os artigos encontrados
nessas buscas forneceram dados sobre quais excipientes eram comumente utilizados
no desenvolvimento de formulac¢des tépicas contendo ITZ e outros farmacos pouco
sollveis em agua. A partir dessa pesquisa foi possivel aprofundar o conhecimento
sobre as caracteristicas de cada um dos excipientes, buscando artigos especificos

nas mesmas bases cientificas mencionadas anteriormente.

Também foram obtidas informacdes técnicas com os fabricantes dos excipientes, em
livros técnicos, érgdos oficiais nacionais (ANVISA e MAPA) e internacionais (FDA),

bem como em registros de patente.

Nesse estudo optou-se por utilizar a data de publicacdo como filtro. Dessa forma, eram
selecionados artigos publicados a partir de 2017 até o ano atual, para que ndo fossem
levantadas informagdes desatualizadas. Entretanto, quando algum artigo mencionava
uma referéncia importante e relevante de datas anteriores a 2017, o filtro ndo era
aplicado. No primeiro momento, os artigos eram analisados com base no titulo e no
resumo, para avaliar se existia relacdo entre o estudo desenvolvido e as informacdes
buscadas. Os artigos selecionados eram, entdo, separados para leitura e as

informacgdes sobre cada excipiente eram computadas em planilhas e/ou resumos.

4.2.1.2. Avaliacao da solubilidade minima do itraconazol em diferentes excipientes

Por motivo de confidencialidade da tecnologia, que se encontra em

desenvolvimento para futuro patenteamento, a matéria sensivel ndo sera
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revelada no presente trabalho. Ela esta codificada e seréa referenciada por X1 a

X24, que serdo utilizados ao longo do trabalho como referéncia aos excipientes.

Apos a selecdo dos excipientes (Tabela 2), foi realizada a avaliagdo da solubilidade
do ITZ tendo-se como referéncia o teste de solubilidade minima proposto na
Farmacopeia Americana (2015) e na Farmacopeia Brasileira (2019). A avaliacéo foi
conduzida a temperatura ambiente (25 £+ 5 °C), com etapa de homogeneizacédo de 1
minuto em banho ultrassonico Bransonic 2510R-DTH (Soni-Tech do Brasil Ltda., S&o
Bernardo do Campo, Brasil), sendo os resultados obtidos descritos com base nos
termos descritivos da Tabela 3. De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019), o
termo “partes” relaciona-se ao numero de mililitros de solvente por grama de soélido a
ser dissolvido. Dessa forma, uma substancia € considerada muito soluvel se for

possivel dissolver 1 g dela em menos de 1 mL do solvente.

Tabela 2: Excipientes selecionados para avaliagédo da solubilidade minima do itraconazol.

Excipientes Funcao farmacotécnica Faixa usual para aplicacao
topica
X1 Solvente 1a10% vivi
X2 Agente solubilizante e promotor permeacéo Até 10% p/p?
cuténea
X3 Agente solubilizante, solvente e agente 0,01 a 10% v/v@
terapéutico (escabiose)

X4 Emoliente de origem natural Até 10%*

X5 Emoliente e promotor permeacéo cutanea 1 a 43%?%°

X6 Agente solubilizante e surfactante nao iénico Até 20%?

X7 Veiculo hidrofébico e emoliente 2 a 10%. Pode ser usado puro

na pelel6
X8 Veiculo, agente solubilizante e promotor 1 a 49,9%7
permeacéo cutanea

X9 Veiculo oleoso e solvente N&o foi encontrada faixa usual.
Pode ser usado puro na pelel8

X10 Veiculo oleoso, solvente e umectante N&ao foi encontrada faixa usual.
Pode ser usado puro na pelel?8

X11 Veiculo e solvente oleoso Até 30% p/p°®

X12 Solvente, lubrificante e veiculo hidrofilico. Até 60% v/v10

X13 Agente solubilizante e surfactante néo iénico Até 49% p/pt!
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Tabela 3. Tabela de termos descritivos da solubilidade.

Volume aproximado de solvente em mililitros

Termo descritivo A
por grama de substancia

Muito soltvel Menos de 1 parte
Facilmente soltvel De 1 a 10 partes
Solavel De 10 a 30 partes
Moderadamente solavel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco solivel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insolGvel ou insolGvel Mais de 10000 partes

*Partes se refere ao nimero de mililitros de solventes por grama de soélido a ser dissolvido.

Fonte: Adaptado da Farmacopeia Brasileira, 62 edi¢do (2019).

Ao final da avaliacdo da solubilidade, quando a solucéo se apresentava limpida, para
confirmar a completa solubiliza¢do do ITZ, uma gota de cada amostra foi submetida a

analise em microscépio de luz polarizada, conforme método descrito no item 4.2.6.

4.2.2 Desenvolvimento das formulagcdes

A partir dos resultados obtidos na avaliagao da solubilidade, os excipientes com maior
capacidade de solubilizacéo do ITZ foram selecionados (todos grau farmacéutico e
biocompativeis). Também utilizamos informacdes da literatura para selecionar as
concentracfes seguras para administracdo tépica, tanto em humanos quanto em
felinos. Para o ITZ utilizamos a concentracao de 1% p/p, tendo como base produtos
tépicos comercializados em outros paises, bem como um estudo clinico de fase |
conduzido por Francois e colaboradores (2003), em que cremes vaginais contendo

entre 1 e 2% p/p de ITZ mostraram eficacia e seguranca adequadas.

Com relagdo ao desenho da formulagédo e do processo, focamos na obtencao de
formulagbes e processos facilmente transponiveis para escala industrial, sem a
demanda por equipamentos especificos e de custo mais elevado. O método de
preparo foi baseado na solubilidade do ITZ nos excipientes (Figura 10). Assim, ap0s
pesagem dos excipientes em balanca analitica (Shimadzu AY220, Shimadzu do Brasil
Comércio LTDA, Brasil) e solubilizacdo completa do ITZ no X1 (Rota B) ou no X16 +
X12 (Rota A), os componentes foram adicionados, sequencialmente, de acordo com

a capacidade de solubilizacdo do ITZ. A cada adicdo, o sistema era submetido a
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agitacao (500 rpm) em agitador magnético (AREC.X, Velp Scientifica, Brasil) por 30

minutos.

Inicialmente, propusemos a adi¢cdo sequencial logo apdés a nédo identificacdo de
precipitado na formulac&o. Entretanto, apds observarmos melhoria visual no aspecto
das suspensoées do teste de solubilidade apds 24h, aumentamos o tempo de agitacao.

Assim, a cada excipiente adicionado mantivemos a agitacao por 30 minutos.

Ao longo deste trabalho foram desenvolvidas aproximadamente 100 formulacdes
carregadas com ITZ (ANEXO 1), sendo possivel avaliar a influéncia de diversos
excipientes na solubilizacéo e estabilizagdo do ITZ, bem como nas caracteristicas
sensoriais, macroscoépicas e microscopicas da formulacédo. Dessa forma, baseando-
se em caracteristicas como aspecto visual, auséncia de microcristais, espalhabilidade

e viscosidade, as formulacfes foram sendo selecionadas e refinadas.

ROTA A
P, '\_g, Adigdo e
X16 e X12 solubilizagdo do
ITZ

- =
Agitagao = \ ]

magneética e E

aquecimento ) Formulagao polimérica

(500 rpm, 30 Fusdo completa do X16 = —

minutos, 80°C)
Adigao sequencial dos
outros componentes, de

E acordo com a
solubilidade do ITZ, com —
—— ciclos de agitagdo - ;
Agitagao magnét.ica (500 rpm, por ¢
magnética (500 | cmmrmnmem| - 30 minutos), a cada

rpm, 30 minutos) adigao

Formulagao oleosa

ITZ + X1

Solubilizagéo completa
do ITZ em X1

Figura 100: Fluxograma de preparo das formulagdes poliméricas (Rota A) e oleosas (Rota B) carregadas com
itraconazol (ITZ).

4.2.2.1 Planejamento experimental de misturas

A partir dos resultados obtidos ao longo do desenvolvimento das formulacdes oleosas,
selecionamos 0s excipientes mais promissores e propusemos um planejamento

experimental de misturas do tipo simplex lattice utilizando o software Design Expert
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13 (Stat- Ease®, Minneapolis, EUA). Os fatores avaliados foram as concentragcfes de
X1 e X10, sendo codificados em diferentes niveis (Tabela 4, S114-S121, ANEXO 1).

Tabela 4 - Planejamento experimental de misturas do tipo simplex lattice para dois componentes.

Formulacéao X1 (Yp/p) X10 (%p/p)
S114 1 (15%) 0 (5%)
S115 0 (5%) 1 (15%)
S116 0,5 (10%) 0,5 (10%)
S117 0,5 (10%) 0,5 (10%)
S118 0,833 (12,5%) 0,167 (7,5%)
S119 1 (15%) 0 (5%)
S120 0 (5%) 1 (15%)
S121 0,167 (7,5%) 0,833 (12,5%)

Todos os demais componentes da formulacdo tiveram suas concentracoes fixadas a
partir da analise dos melhores resultados obtidos ao longo deste estudo. Os fatores
respostas analisados foram: ITZ solubilizado na formulacao (%), espalhabilidade (cm)

e viscosidade ap6s 24h de producéo.
4.2.3 Construcdo da curva dose resposta do ITZ

Para a determinagé&o do teor de ITZ nas formulagdes desenvolvidas foi desenvolvido
um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A separacao
cromatografica foi realizada em um sistema de cromatografia Shimadzu® Prominence,
equipado com desgaseificador DGU-20A5, unidade de bombeamento de solvente LC-
20AT, auto injetor SIL-20AC com loop de 100 pL, controlador de sistema CBM-20A e
detector DAD SPD-20A (Shimadzu Corporation, Quioto, Jap&o). O software utilizado
para coletar e processar os dados cromatogréaficos foi o LC solution verséao 1.21. Foi
utilizada uma coluna (C18) de fase-reversa de 150 mm x 4 mm e particulas de 5 ym
(Innoval, Agela Technologies, Tianjin, China). A deteccdo foi realizada em
comprimento de onda de 262 nm, com taxa de fluxo de 0,7 mL/min e injecdo de 10
puL. A fase moébvel (FM) utilizada foi composta por acetonitrila (ACN) grau CLAE
(Biograde, Durham, EUA) e agua ultrapura (60:40). O método analitico utilizado

baseou-se em Matsuura e colaboradores (2019) com modificacdes.

4.2.3.1 Avaliagéo da seletividade
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A seletividade do método foi demonstrada pela separacdo do ITZ de todos os
potenciais compostos interferentes, com resolucdo adequada. A pureza do pico de
interesse foi avaliada por meio de detector de arranjo de diodos (DAD) na regiao do
ultravioleta, para comprovar que o pico foi atribuido somente ao ITZ. Todas as
amostras foram preparadas empregando uma solucdo de metanol acidificado (HCI

0,4% p/p) como solvente inicial e diluidas na FM posteriormente.

4.2.3.2 Linearidade

Para determinacéo da linearidade foram utilizados seis niveis de concentracdo, em
triplicata. O intervalo linear avaliado foi de 0,5 a 8 pg/mL. Aliquotas de ITZ foram
diluidas em fase movel, de modo a obter concentracdes de 0,5, 2, 3, 4, 5 e 8 pg/mL.
As areas dos picos detectados foram utilizadas para a construcéo da curva analitica.
Apés a avaliacdo da normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e
homocedasticidade pelo teste de Cochran, a regresséo linear foi verificada pelo
método de minimos quadrados ordinarios utilizando o programa computacional
GraphPad Prism 8.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Buscando cumprir
as premissas do Guia para tratamento estatistico da validagdo analitica (ANVISA,
2017), foi verificado se o coeficiente angular era estatisticamente diferente de zero e
se o linear ndo estatisticamente diferente de zero, bem como os coeficientes

correlacéo e determinacao. O nivel de significancia considerado foi de 5%.

4.2.3.3 Limites de deteccéo e quantificacao
Os limites de deteccgéo (LD) e de quantificagéo (LQ) foram determinados calculados a
partir do desvio padrao do intercepto das 3 curvas de calibracéo, utilizando as formulas

abaixo, conforme recomendado pela RDC 166/2017 (BRASIL, 2017).

3,3.0 10.0
LD=—— LQ=—
IC IC

4.2.4 Calculo de teor do ITZ nas formulagcdes

O teor de ITZ nas formulacdes foi avaliado utilizando o método descrito no Tépico
4.2.3. O método de extracdo do ITZ das formulacdes foi baseado em Chudasama e
colaboradores (2011). Inicialmente, para avaliar a quantidade de ITZ solubilizado no
sistema, as formulagcbes foram preparadas em duas condi¢cdes distintas: apos 1

minuto sob agitagdo em vortex modelo Wizard (Velp Scientifica, Usmate Velate, Italia);
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e apos 5 minutos de centrifugacdo em mini centrifuga Kasvi (Sado José dos Pinhais,
Brasil). Utilizando uma balanca analitica (Shimadzu AY220, Brasil), foi pesada
guantidade suficiente de formulacao equivalente a 20 mg de ITZ. Para as formulacdes
poliméricas a extracdo do ITZ foi feita adicionando uma solu¢do de metanol acidificado
(HCI 0,4% p/p) em baldo volumétrico e agitacdo manual. Diluicbes sequenciais em
solucdo de ACN: agua ultrapura (60:40) foram realizadas a fim de se obter uma
concentracéo final de 4 pg/mL de ITZ. Para as formulagdes oleosas o metanol
acidificado foi substituido pelo tetraidrofurano (THF) (Exodo Cientifica, Brasil) para
extrair o ITZ. Na sequéncia, foram realizadas diluicdes propostas em solucdo de ACN:

agua ultrapura (90:10) para obter a concentracao final de 4 pg/mL.

4.2.5 Microscopia eletronica de varredura

A presenca de cristais e organizacao polimérica da formulacdo S108, apés 30 dias de
producéo, foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV). Para o preparo
da amostra, uma gota da formulacao foi colocada sobre uma fita de carbono isolada
do meio externo por 48h para secagem. Posteriormente, a amostra foi metalizada com
ions ouro/ paladio por 90s. A amostra foi analisada em microscoépio eletrénico de
varredura FEG Quanta 200 Fei, no Centro de Microscopia da UFMG, com voltagem
de 10,0 kV.

4.2.6 Microscopia optica de luz polarizada

A avaliacdo da presenca de cristais de ITZ nas formulag6es foi realizada através da
microscopia Optica de luz polarizada, utilizando um microscopio 6ptico com
polarizacédo da luz (Zeiss Axio Imager M2, Carl Zeiss Microscopy S.L., Alemanha)
equipado com camera digital Axio Cam Model ERc 5S (Carl Zeiss Microscopy S.L.,
Alemanha). Uma gota das amostras foi adicionada, sem diluicdo prévia, diretamente
sobre uma lamina de vidro, sendo cobertas com laminula e avaliadas utilizando-se

software ZEN Lite 2012 (Carl Zeiss Microscopy S.L., Alemanha) sob aumento de 200x.

Para identificacdo da morfologia dos cristais de ITZ foi produzida uma suspenséao de
ITZ em agua (1 mg/mL), sendo utilizada como controle positivo para identificagéo da

presenca de cristais de ITZ nas formulagdes. As formula¢cdes desenvolvidas foram
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avaliadas ap0s a producéo, 24h e 48h. Caso néo apresentassem cristais no decorrer
desses dias, eram acompanhadas em intervalos de 7 dias quanto ao aparecimento de
cristais. Porém, nem todas as avaliagdes foram conduzidas devido as restricdes de
utilizac&o do laboratorio durante a pandemia do COVID-19.

4.2.7 Avaliagcdo macroscopica e organoléptica

Todas as formulacbes foram avaliadas macroscopicamente e fotografadas apds a
producdo. Na avaliagdo macroscopica foram observados cor, aspecto, odor e
sensacao ao tato. A analise visual foi realizada diariamente sob luz natural, em fundo
preto, sendo observado presenca de precipitado, turvacéo ou separacao de fases. Se
identificada alguma modificacdo, a formulacdo era fotografada e buscava-se a
identificacdo da causa raiz. Na sequéncia, novas propostas eram realizadas com base

em um racional teérico para melhorar o produto.
4.2.8 Avaliacao da viscosidade

A avaliacdo da viscosidade foi conduzida em viscosimetro rotacional Brookfield,
modelo DV Il (Ametek Brookfield, Middleborough, EUA). 0,5 mL de amostra das
formulacdes foram colocadas no copo de amostragem e a leitura foi obtida utilizando
spindle CP52. Os dados de viscosidade (cP) e tensao de cisalhamento (D/cm?) foram
coletados em intervalos de 0,375 a 7,5 sec™ para a formulacédo polimérica e em taxa
de cisalhamento fixa igual a 1125 sec? para as formulacdes oleosas. Todas as

analises foram conduzidas em temperatura ambiente.

4.2.9 Avaliacao da espalhabilidade

A espalhabilidade das formulacbes foi avaliada utilizando o método descrito por
Pereira e colaboradores (2020) com modificacdes. A temperatura ambiente 0,1 g da
amostra foi pesada e colocada centralizada entre duas placas de vidro de tamanho 20
X 20 cm, sobre um papel milimetrado. Um peso padrdo de 200 g (Classe E2, KN
Waagen, Sao José dos Campos, Brasil) foi entdo colocado sobre as placas de vidro.

Apods 1 minuto, o diametro da area espalhada foi medido (cm).

4.2.10 Avaliagéo clinica da eficacia em felinos infectados com esporotricose

A avaliacao clinica da eficacia das formulagbes desenvolvida em felinos infectados

com esporotricose foi realizada em parceria com a Escola de Veterinaria da UFMG
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(EV-UFMG), ap6s aprovacdo dos protocolos pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA 24/2020) (ANEXO 2).

4.2.10.1 Caso piloto

Inicialmente foi conduzido um estudo piloto em um gato macho aparentando 7 anos
resgatado no campus Pampulha da UFMG (Belo Horizonte- MG). O felino apresentava
lesdo extensa na cabeca, proximo a orelha esquerda (Figura 11A) e foi encaminhado
a uma clinica veterinéria. Por meio de exames de citologia, aplicando a técnica de
imprinting de lamina com esfregaco do material coletado diretamente da leséao,

confirmou-se o diagnostico de esporotricose.

Inicialmente, o animal foi tratado com amoxicilina oral (250 mg/5 mL, 2x/dia, 12 dias)
associada a capsulas de ITZ (100 mg, 1x/dia, 2 meses). A cicatrizacdo da lesao foi
lenta (Figura 11B) e, ap6s 2 meses, foi associada administracdo oral de iodeto de
potassio (KI) (5 mg), o que aumentou a velocidade de cura (Figura 11C). Entretanto,
apos um més do tratamento com Kl, o animal parou de se alimentar e apresentou
exames laboratoriais de marcadores hepaticos alterados. Dessa forma, o tratamento
(ITZ + KI) foi interrompido e deu-se inicio a administracdo de suplementos vitaminicos
e minerais junto a terapia com amoxicilina e clavulanato de potéssio. A leséo piorou
consideravelmente apdés trés semanas (Figura 11D). Assim que o animal apresentou
melhora clinica, foi retomada a administracdo de ITZ oral (100 mg, 1x/dia) associado
a aplicacdo da formulagéo topica de ITZ (1% p/p), S86, desenvolvida no presente

trabalho.

Figura 11: Caso clinico de gato macho com esporotricose resgatado no campus Pampulha da UFMG.

Observa-se em A) animal se alimentando, antes do resgate, com lesdo na cabeca, préximo a orelha

esquerda; B) cicatrizacdo lenta da lesdo mediante tratamento com ITZ oral associado ao antibiético
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amoxicilina; C) cicatrizacao mais rapida da lesdo apds associacdo com iodeto de potassio; D) piora

do quadro clinico do animal apés suspenséo do tratamento, em decorréncia de alterag6es hepaticas.

Fonte: Acervo pessoal/ Lincoln. 2020.

4.2.10.2 Estudo clinico em felinos

A partir do resultado promissor no caso piloto, foi iniciado um estudo de intervencgao
do tipo ensaio comunitario controlado, realizado entre dezembro de 2020 e maio de
2021, em municipios da regido metropolitana de Belo Horizonte. O estudo abrangeu
casos de esporotricose felina em gatos domésticos e ndo ferais, cujos tutores
aceitaram participar do estudo. ApGs o contato com o tutor do animal, era agendado
um atendimento clinico veterinario. Nesse atendimento, o tutor recebia e assinava o
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (ANEXO 3), era feita a avaliacéo

do estado de saude geral do animal e o registro em fichas clinicas (ANEXO 4).

A coleta de material purulento das lesdes suspeitas de esporotricose foi feita pelos
veterinarios treinados, utilizando swab estéril, e encaminhada para analise e
diagnéstico no Laboratorio de Micologia e Micotoxinas (LAMICO) da EV-UFMG. Caso

o resultado fosse positivo para esporotricose, dava-se inicio ao tratamento do animal.

Inicialmente, 80 gatos foram incluidos no estudo. Desses, 61 receberam apenas a
administracdo oral diaria de uma capsula de ITZ (100 mg) e 19, que apresentavam
lesbes Unicas, tiveram o tratamento topico da lesdo com a formulagdo S108 associado
ao tratamento oral. A administracdo da formulacao tépica era feita com aplicacéo de
uma gota diretamente na lesdo, uma vez ao dia. Os animais foram acompanhados
quinzenalmente e o estado das lesGes avaliado e registrado através de fotografias.
Quando observada a cicatrizacéo da leséo e aparecimento de pelos, a administracao
dos medicamentos era mantida por mais 30 dias. Todas as variaveis coletadas
durante o estudo (Figura 12) foram organizadas em uma planilha. Para a analise
descritiva foram elaborados gréficos e tabelas com a distribuicdo das frequéncias das
variaveis. As associaces entre “Tipo de tratamento” e “Obito”, e entre “Tipo de
tratamento” e “Cura”, foram avaliadas pelo Teste Exato de Fisher. Por ndo apresentar
distribuicdo normal, a diferenca entre “Tempos de tratamento” e “Tipo de tratamento”

foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney. O nivel de significAncia considerado foi de
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5%. As analises foram realizadas com o software R, pacote stats versao 0.3.0 (R Core
Team, 2020).

Nome da Variavel Natureza Categorias de resposta

Tipo de tratamento Dicotdmica 0= Itraconazol oral apenas; 1=

Itraconazol oral + tépico

Cura Dicotdmica 0 =Nao; 1 = Sim
Obito Dicotdmica 0 =Na&o; 1 = Sim
Tempo de tratamento Quantitativa Numero de dias

Figura 12: Quadro resumo com as variaveis analisadas no estudo clinico e suas respectivas
categorias de respostas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo da solubilidade minima do itraconazol em diferentes excipientes

Os resultados obtidos na avaliacdo da solubilidade do ITZ nos excipientes
selecionados (Tabela 2) estéo ilustrados na Tabela 5. Como pode ser observado, na
maioria dos excipientes o ITZ foi considerado praticamente insoluvel ou insoluvel.
Entretanto, no X1, X2, X3 e X8, o ITZ foi, respectivamente, facilmente sollavel,
moderadamente sollvel, pouco solivel e muito pouco soltivel. Enquanto para X1 foi
necessario apenas 100 pL para solubilizar 10 mg de ITZ, para X11, por exemplo, 20

mL n&o foram suficientes para solubilizar o ITZ.

Para confirmar se o ITZ realmente havia sido solubilizado, as amostras de X1, X2, X8
e X3 foram analisadas em microscopio de luz polarizada e as imagens obtidas
encontram-se ilustradas na Figura 13. A morfologia dos cristais de ITZ em suspenséo
foi utilizada como referéncia a partir da analise de uma suspensao aquosa de ITZ
(Figura 13A). Como pode ser observado nas Figuras 13B-E, ndo foi possivel
observar a presenca de cristais de ITZ nas solucdes de X1, X2, X8 e X3, fornecendo
uma evidéncia de que o farmaco se encontrava totalmente solubilizado nesses

excipientes nos volumes especificados na Tabela 5.

Tabela 5: Solubilidade minima do itraconazol em diferentes excipientes grau farmacéutico.

Volumes de excipientes utilizados e

solubilidade do itraconazol Termo descritivo
10 a0 200 700 9 10
Excipientes uL uL uL uL  mL mL
X1 Ndo Sim - - - - Facilmente sollvel
X2 Ndo Nido Nio Sim - - Moderadamente solGvel
X3 Ndo Nao N&o Ndo Sim - Pouco soluvel
X4 Nao Ndo Nao Ndo N3io N&o Praticamente insollvel ou insoltvel
X5 N&o Ndo Nao Ndo N3o N&o Praticamente insollvel ou insoltvel
X6 Nao Ndo Nao Ndo N3do N&o Praticamente insollvel ou insolivel
X7 Nao Ndo Nao Ndo Ndo Na&ao Praticamente insollvel ou insollvel
X8 Ndo Nido Ndo Ndo N&o Sim Muito pouco soluvel
X9 N&o Ndo Nao Ndo N3o N&o Praticamente insollvel ou insoltvel
X10 Nao Ndo Nao Ndo N3do Nao Praticamente insollvel ou insolivel
X11 Nao Ndo Nao Ndo Ndo Na&ao Praticamente insollvel ou insollvel
X12 Nao Ndo Nao Ndo N3do N&o Praticamente insollvel ou insolivel
X13 N&o Ndo Nao Ndo N3o N&o Praticamente insollvel ou insoltvel
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Figura 1311: Microscopia de luz polarizada (aumento de 200x) ilustrando a morfologia dos cristais de itraconazol
em agua (A) e auséncia desses cristais nas solu¢des de X1 (B), X3 (C), em X2 (D) e X8 (E).

A alta solubilidade do ITZ no X1 pode ser explicada pelas caracteristicas do solvente.
Estudos ja publicados mostraram que o ITZ é capaz de formar uma mistura eutética
com o fenol, devido a ligacédo de hidrogénio entre a hidroxila do fenol e a carbonila do
ITZ. Tal justificativa pode ser estendida para explicar a interacdo entre a hidroxila
fenilalquilica do X1 e o ITZ, que no nosso estudo apresentou uma solubilidade de,
aproximadamente, 100 mg/mL a 25 °C.

Com relacao ao X3, apesar de ser um derivado do X1, sua capacidade de solubilizar
0 ITZ foi 100 vezes menor, aproximadamente 1 mg/mL. A solubilidade do ITZ neste
excipiente pode ser devido a interacdo dipolo-dipolo entre o grupo éster da sua
estrutura e o carbonila da molécula de ITZ. Porém, possivelmente devido ao
impedimento estérico decorrente das cadeias carbdnicas, as interagdes moleculares

foram menores.

Ja a X2 resultou em uma solubilidade de aproximadamente 10 mg/mL. N&o foram
encontrados estudos na literatura que relacionassem seu uso associado ao ITZ.
Entretanto, a constante dielétrica, que mede o momento dipolar das moléculas e a
capacidade do solvente cancelar parcialmente a intensidade de campo elétrico do
soluto nele disperso (GREMIAO & CASTRO, 1999; FAKHREE et al., 2010), pode
constituir uma das hipoteses para a solubilidade observada. De maneira geral, quanto
menor a constante dielétrica de um solvente, menor sua polaridade. X2 apresenta

baixa constante dielétrica e, por isso, é capaz de solubilizar moléculas pouco soluveis,



45

como prednisona e dexametasona. Nesse estudo, por meio de espectroscopia de
infravermelho, também foi mostrado que a X2 interagia com o metanol por interacbes
intermoleculares do tipo ligagdo de hidrogénio. Assim, ao avaliarmos a estrutura
quimica desse solvente é possivel especular a ocorréncia de interagdes do tipo
ligacdo de hidrogénio que, associado a baixa constante dielétrica, podem justificar a

solubilidade observada para o ITZ.

Também néo foi encontrada na literatura uma descricdo dos possiveis mecanismos
de interacBes quimicas que justifiquem a solubilidade do ITZ no X8 (0,5 mg/mL). Mas,
alguns estudos demonstram que o X8 também foi identificado como um bom solvente

parao ITZ.

5.2 Avaliagédo do impacto dos excipientes na solubilizag&o do itraconazol nas

formulacfes desenvolvidas
5.2.1 Oleos vegetais

Inicialmente, o desenho proposto para a formulacéo foi uma solucéo fluida e oleosa,
mimetizando os medicamentos do tipo pour-on, que sao muito utilizados na medicina
veterinaria. Assim, diferentes Oleos vegetais foram avaliados em concentracdes de
aproximadamente 20% p/p (S1 a S7, ANEXO 1).

O primeiro 6leo vegetal avaliado foi o X14, devido a propriedade de mitigar a formacéo
de isbmeros e a interferéncia na producédo de melanina. Como esse 0leo € utilizado
em formulacdes topicas a 3% (ROWE et al., 2009), optamos por utiliza-lo a 2%p/p
(S1-S65, ANEXO 1). O X9 também foi avaliado desde o inicio, nas concentracfes de
20%, 12%, 17% e 18% p/p (S1, S6 e S7, ANEXO 1). A utilizagdo deste excipiente esta
associada ao controle da dor e da inflamacao (NASIRI & FARSI, 2017; LIN et al., 2018)
e a solubilizacdo de 26,1 pg/mL do ITZ. No entanto, em todas as formulacdes
desenvolvidas foi observado ITZ precipitado dentro de 24h (Figura 14). Na formulagéo
S1 ndo observamos aumento de ITZ precipitado ao longo do tempo, mas a formulacéo
amarelou, tornando-se alaranjada, o que pode ser um indicio de degradacdo do
farmaco e/ou excipientes. Nas formulacdes S6 e S7 foi observado um aumento no
volume de precipitado ao longo dos dias, formando uma camada espessa e de dificil

ressuspenséao no fundo do frasco.
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Na sequéncia avaliamos o X23 que, além de ter um custo menor, apresenta
propriedades anti-inflamatodrias, antioxidante e de reparacdo cutanea (LIN et al.,
2017), bem como relato de solubilizagéo de 22,3 pg/mL do ITZ. O X23 foi avaliado na
concentragdo de 17% p/p (S2 e S3, ANEXO 1). No entanto, apés 24h foi observada
turvacao do sistema (Figura 15), que aumentou ao longo do tempo. Adicionalmente,
as caracteristicas sensoriais ndo foram favoraveis, apresentando textura oleosa,

pegajosa e com odor residual de 6leo de cozinha.

$1 S6 S7

t=Oh

t= 24h

Desfecho Precipitag&o Precipitado em Precipitagao
suspenséo

Figura 14: Aspecto macroscépico das formulagfes S1, S6 e S7 ap6s a producdo (0h) e apds 24h. As

setas vermelhas destacam a presenca de precipitado.

Em seguida avaliamos o X15 (7% p/p) em associacdo ao X9 (5%) (S4, ANEXO 1),
devido as propriedades cicatrizantes e capacidade de reparacao do tecido cutaneo
(LIN et al., 2017). Novamente observamos precipitacdo do ITZ apés 24h (Figura 15),
gue aumentou ao longo do tempo, e apresentou sensorial desfavoravel (textura oleosa

e pegajosa, odor residual inadequado).
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t=0Oh

t=24h

Desfecho Turvagéo Turvagéo

Precipitacdo

Figura 15: Aspecto macroscoépico das formulacdes S2, S3 e S4 apoés a producao (0h) e apds 24h. As

setas vermelhas destacam a precipita¢cdo do ITZ no fundo do frasco.

Assim, apesar do ITZ apresentar um log de P igual a 5,66, observamos que sua
solubilizacéo e estabilizacdo em 6leos vegetais ndo é facil. Observacdo semelhante
foi feita em outros estudos que sugeriram que, apesar do elevado log de P, 0 ITZ é
melhor classificado como um farmaco hidrofébico do que lipofilico. Diante dessas
observacfes, optamos por reduzir a concentracdo dos 6leos vegetais, mantendo o X9,
por ter apresentado melhores resultados (S5-S8, S10-12, S17-S20, ANEXO 1).
Avaliando a Figura 16 podemos observar que, de maneira geral, a substituicdo de
parte do 6leo vegetal por outros excipientes foi benéfica. Nas formula¢des S8, S10,
S12, S17 e S19 com, respectivamente, 10%, 1%, 1%, 4% e 8% e X9, houve maior
estabilizacdo do ITZ. Entretanto ndo observamos uma relacdo linear, mostrando a

influéncia dos demais excipientes na estabilizacdo do ITZ em solucéo.

Na sequéncia avaliamos o X10 nas concentra¢des de 3% (S33-S62), 2% (S66) e 1%
p/p (S67-S72) (ANEXO 1). O uso desse 06leo associado ao ITZ também é relatado na
literatura e, em testes de solubilidade (37°C) foi demonstrada a capacidade de
solubilizar cerca de 54 mg/mL do farmaco. A inser¢cdo do X10 propiciou uma melhora
na manutencao do ITZ no sistema (Tabela 6).
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Tempo até precipitagdo do itraconazol (dias)
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Figura 16: Influéncia do X9 em diferentes concentra¢des (colunas laranjas) versus a retirada dos
Oleos vegetais no tempo até o aparecimento de precipitado de itraconazol.

Na formulacdo S54 (3% X10) somente observamos precipitado apds 15 dias. Mas
essa formulacdo amarelou em menos de 2 dias (Figura 17), o que pode ser indicio de
auto oxidacdo dos compostos fendlicos do X10. No entanto, também observamos
amarelamento em outras formulacdes e a monografia do ITZ na Farmacopeia Norte-
Americana (USP42- NF37, 2019), bem como a bula do medicamento de referéncia
Sporanox® (Janssen-Cilag, Bélgica), relatam que o ITZ é branco a amarelado.
Adicionalmente, a bula da solucéo oral do Sporanox® (10mg/mL), descreve a solucédo

como limpida e amarelada.

Tabela 6: Relagdo entre a formulacdo e a quantidade de dias até o aparecimento de ITZ precipitado.

Formulacdo  Tempo até precipitacao do

itraconazol
S54 15 dias
S66 11 dias

S67 4 dias
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Formulagdo S54

t=48h

Figura 17: Aspecto macroscépico da formulacdo S54. Observa-se 0 amarelamento entre o dia de
producéo (0h) e dois dias depois (48h).

Apos a avaliacao dos resultados obtidos com os 6leos vegetais, propusemos que sua
carga no sistema fosse reduzida para concentra¢cdes mais baixas, no maximo 6% p/p,
e mantivemos o X9 e o X14 na maioria das formulacées desenvolvidas, devido as

propriedades acima relatadas.

5.2.2 X1

Ao longo do estudo foi possivel observar a dificuldade de solubilizacdo do ITZ em
componentes oleosos e de sua estabilizacdo no sistema. Frente a essa dificuldade,
optamos por aumentar a concentracdo do seu principal solvente: o X1. Nas primeiras
formulacdes avaliamos as concentracdes de 3 e 6% (S1 a S6), mas nas formulacdes
subsequentes aumentamos para 10% (S7 a S20) (ANEXO 1). No entanto, formacgéao

de precipitado apés 24h ou 48h continuou sendo observada.

Desta forma, além da concentracdo de 10% (p/p), também avaliamos concentracdes
(p/p) maiores: 10% (S25-26, S28, S33-39 e S42), 12% (S21 e S43),13% (S23, S29,
S31), 14% (S44), 15% (S22, S30, S32, S40-41 e S51-54), 16% (S45 e S48), 18%
(S24, S27, S46, S49 e S55) e 20% (S47 e S50) (ANEXO 1). Como pode ser
observado na Figura 18, as melhores formulagcbes em termos de estabilidade e
manutencdo do ITZ em solucdo foram obtidas com concentracbes de 15 a 18% p/p
de X1. Entretanto, ao longo dos meses foi observada deposi¢céo de mais precipitado
de ITZ e amarelamento em todas as formulacdes, a excecdo da S27, que se manteve
sem precipitado por 36 dias, mas que ao longo dos meses apresentou intensa

precipitacédo de ITZ.
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Figura 18: Influéncia da concentra¢éo do X1 na estabiliza¢&@o do itraconazol em solugéo.

Portanto, uma possivel explicagdo para o0 aumento do X1 ndo ter estabilizado o ITZ

pode ser sua interacdo com grupos por fixar a concentracdo do X1 em 15% p/p.

Para melhor entender a interacdo entre os diferentes excipientes, conduzimos um
experimento de mistura, onde avaliamos o aumento da concentragcdo do X1 (15-
18%p/p) frente a variacdo na concentracao do surfactante X6 (2,5-5,5% p/p) (S56-S58
e S61-S62, ANEXO 1). Entretanto, as mesmas dificuldades foram novamente
observadas. ApoOs dois dias, todas as formulacbes apresentavam cristais de ITZ

(Figura 19), que aumentaram em quantidade e em tamanho.

56 $57 S58 S61 $62
(15% X1 e 5,5% X6) (17,25% X1 e 3,25% XB)  (18% X1 e 2,5% X6) (16,5% X1 e 4% X6) (15,8% X1 e 4,75% X6)

8h-----

Figura 19: Aspecto microscopico das formulagdes S56-S58 S61-S62, logo ap0s seu preparo e apos
24h.

Assim, apesar do X1 ser um excelente solvente para o ITZ, nas concentracdes e
associagOes avaliadas néo foi possivel estabilizar o farmaco em solucdo. Na literatura

ja foi relatada a presenca de ITZ na camada intermediaria de uma microemulséo,



51

interagindo com os surfactantes. No mesmo estudo, o X1 também foi utilizado como
solvente e sua migracdo para a fase aquosa desestruturava a microemulsao e

provocava a precipitacao do ITZ.

5.2.3 X3

Devido a capacidade de solubilizar o ITZ, o X3 foi um dos principais excipientes
utilizados no desenvolvimento da formulac&o. Além da ac&o cossolvente, sua insercao
também foi proposta devido a capacidade de esquentar um pouco a regido onde é
aplicado topicamente (ROWE et al., 2009), o que pode ser uma vantagem, uma vez

que fungos do género Sporothrix sdo termossensiveis (SIQUEIRA, 2017).

Logo no inicio avaliamos o impacto da presenca ou ndo do X3 na formulacdo. Quando
comparamos as formulac¢des S5 e S6 (ANEXO 1), vemos que a diferenca é justamente
a presenca ou nao desse excipiente. Na formulacdo S6, o X3 foi substituido pelo X9.
Inicialmente ndo observamos diferenca na auséncia/presenca do X3 na estabilizacéo
da formulagéo, uma vez que o ITZ em ambas as formulagdes precipitou dentro de 24h

e houve aumento na quantidade de precipitado, bem como amarelamento.

Entretanto, ao compararmos as formulacdes S6 e S7 (ANEXO 1), embora tenha sido
possivel observar ITZ precipitado nas duas formulacdes apds 24h, na formulacao S7,
mesmo com uma maior proporcado de X1, had mais precipitado no fundo do frasco
(Figura 14). Dessa forma, levantamos a hipotese de que o X3 era capaz de interferir
na estabilizacdo do ITZ em solugdo. Com o objetivo de confirmar essa hipoétese,
avaliamos formulacfes equiparaveis (S14 e S16, ANEXO 1), a excecdo da presenca
do X3. Na formulagéo que néo continha X3 (S16, ANEXO 1) observamos precipitado
dentro de 24h, enquanto a formulacdo com X3 (S14, ANEXO 1) houve precipitado
apenas apos 3 dias (Figura 20). Adicionalmente, dentro de um mesmo intervalo de
tempo, observamos novamente uma maior quantidade de ITZ precipitado na
formulacdo S16 (Figura 20). Este resultado esta em concordancia com outro estudo
publicado que ao desenvolveu nanoparticulas de ITZ solubilizado em X3 e
observaram que quanto maior a quantidade desse excipiente, maior a quantidade de

ITZ solubilizado e melhor a estabilizacdo do sistema.
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S14

t=0h t=24h

Figura 20: Formacéo de precipitado de itraconazol nas formula¢des S14 e S16, em um mesmo
intervalo de tempo. As setas vermelhas sinalizam o aparecimento de precipitado no frasco.

A Figura 21 ilustra o aspecto das formulacbes S29-S32 (ANEXO 1), que
correspondem a pares de comparacao do X3 (S29xS30 e S31xS32) com 3% p/p (S30
e S32) e 5%p/p (S29 e S31). Como pode ser observado, nas quatro formulacdes foi
identificada a presenca de cristais de ITZ dentro de 7 dias, formando uma fina camada
de precipitado no fundo, mas de facil ressuspensdo. No entanto, na S29 ha menos
precipitado (pequenos cristais em formato de agulha) e um amarelamento bem suave.
Nas demais o amarelamento foi mais intenso. Quando comparamos a composi¢cao
dessas formulacdes, vemos que a diferenca da S29 para as demais € a presenca de
5% de X3 e a substituicdo do X7 pelo X4, fornecendo um indicio que 0 X7 pode auxiliar

no processo de amarelamento e que o0 X3 a 5% pode ser mais promissor.

S29 S30 S31 S32

t= 7 dias t= 7 dias t= 7 dias t=7 dias

Figura 21: Formulacdes S29 a S32 apds seu preparo (0h) e apds precipitagdo (7 dias). As setas
vermelhas destacam a presenca do precipitado de itraconazol.
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5.2.4 X8

Outro componente de baixa polaridade e baixa constante dielétrica que também foi
avaliado no desenvolvimento das formulag@es foi 0 X8, que € relatado como um bom

cossolvente para o ITZ e promotor de permeacéo cutanea.

Ao longo do tempo foram avaliadas diferentes concentragbes do X8, variando de
21,5% (S79) a 40% p/p (S70) (ANEXO 1). Entretanto, tanto as formulagdes com menor
como com maior concentracao apresentaram instabilidade dentro de 01-48h (Figura
22). Na S79, apos 1h de preparo, o sistema turvou e ao longo do tempo foi possivel
observarmos a formacdo de grande quantidade de ITZ precipitado, além de
amarelamento. No entanto, ndo houve separacdo de fases. Acreditamos que a
turvacao pode ser decorrente da adicdo do X12 a formulacéo (7% p/p), que apresenta
caracteristicas hidrofilicas. Ja na S70, apds 48h foi observado ITZ precipitado, que
aumentou ao longo do tempo, mas sem amarelamento da solucédo (Figura 22, seta
vermelha). Embora outros excipientes também tenham variado, esses resultados nos

mostram que X8, mesmo a 40%, ndo € suficiente para estabilizar o ITZ.

Em um estudo conduzido por Hernandez e colaboradores (2019) foi identificada a
migracdo do X8 para a fase aquosa de uma emulséo, sendo esse o principal
mecanismo identificado para desestabilizacdo da formulacdo. Assim, o X8 pode ter
interagido com cadeias polares dos outros excipientes, levando a desestabilizacdo e
precipitacdo do ITZ. No entanto, como em concentracdes menores (~20%)
observamos turvacao, optamos por manter a concentracéo em torno de 30% p/p.

S79 S70

Apos 48h

Figura 22: Aspecto visual das formulagdes S79 e S70 apéds o preparo (t = Oh) e apés 1 hora e 48
horas, respectivamente. A seta vermelha destaca a formacgéo de precipitado no fundo do frasco.
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5.25 X5

Outro excipiente extensivamente avaliado foi o X5, que apresenta capacidade de
aumentar a permeabilidade de farmacos na pele, e é descrito como bom cossolvente

para o ITZ.

Quando avaliamos as formulagdes S6 e S7 (ANEXO 1), que contém, respectivamente,
15e 10 % p/p de X5, e 6 e 10% p/p de X1, observamos que ha formacao de precipitado
em ambas as formulacfes dentro de 24h. Porém, na S7 foi formada uma camada
expressiva de ITZ precipitado (Figura 14). Esse resultado nos forneceu um indicio de
que, assim como o0 X3, o X5 também contribui para uma maior estabilizacao do ITZ,
mesmo com uma menor concentracdo do X1. Dessa forma, avaliamos diferentes
concentracfes de X5 (15 a 24 % p/p), mantendo concentracfes fixas dos principais
solventes: 10% de X1, 5% de X3 e 10% de X2 (S9, S10, S13, S14, S28, S17, S19,
S25, S26, S37-S39 e S42, ANEXO 1). Quando analisamos essas formulacdes, €
possivel observar que a formulagdo contendo 16 % (S28) apresentou o melhor
desempenho (Figura 23), mantendo-se sem precipitado de ITZ por 11 dias. No
entanto, ao longo dos meses a formulacéo turvou e apresentou muitos cristais de 1TZ,

formando uma camada de pé no fundo do frasco, além de um leve amarelamento.

Legenda
15% X5
16% X5

18% X5
20% X5

21% X5
24% X5

6

a

2

BT
S10 s2s S17 s19 '

S9 s13
S14
. S25 gop S37 gas
Formulactes S39 gyo

Tempo até precipitagdo do itraconazol (dias)

Figura 23: Relacdo entre o tempo de aparecimento de precipitado de itraconazol e a concentracdo de
X5 em diferentes formulagdes.

Na sequéncia, avaliamos a manutencdo da concentracdo do X5 em 16% p/p e
aumento do X1 para 13 e 15 % p/p (S29 x S31 e S30 x S32, ANEXO 1). Todas as

formulag@es precipitaram apoés 7 dias (Figura 21), mostrando que a reducao de outros
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excipientes para aumentar a porcentagem do X1 impactou negativamente na
estabilidade, mesmo sendo o X1 o principal solvente. Adicionalmente, como ja

observado, a S29 apresentou o melhor perfil ao longo dos meses.

Sabendo da importancia do X1 e do X3 para a solubilizacdo do ITZ, foi proposta a
avaliacdo da variacdo do X5, entre 3 e 20% p/p, mantendo fixa a concentracdo do X1
(15% p/p) e X3 (5% p/p) (S51, S53, S67-S73, S78-S80, S82, S84, S86, S89-S103,
S111 e S113, ANEXO 1). Ao avaliarmos a Figura 24 observamos que 0 aumento na
concentracdo do X5 nem sempre resultou em uma melhor estabilizacdo do ITZ. Nas
formulacdes avaliadas, o melhor resultado foi obtido para a S86, que apresentava
apenas 4% p/p de X5. Este resultado, entretanto, foi importante para verificarmos que
a diminuicdo do X5 nem sempre impactaria negativamente na estabilizacdo do ITZ se
outros excipientes com propriedades anfifilicas fizessem parte da formulacdo, como o
X12 (S86). Importante observar que as melhores formulacbes apresentaram
evolugOes distintas. Na S86 houve separacdo de fases e leve amarelamento, mas
poucos cristais em formato de agulha e de facil ressuspensdo. Na S53 houve aumento
dos cristais (grandes e compactados) e forte amarelamento. Ja a S94 apresentou

separacao de fases e deposicao de uma fina camada de ITZ, mas sem amarelamento.

Legenda

W 3%X5

4% X5

W 5% X5
30 B 15% X5
W 10% x5
M 20% X5
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0

1

|

v
%‘b

q;7
d‘(%‘
6‘@7
%,
qu
d‘l%\
\SD%;
sS‘c%_)
6“%‘
QQ?
S,
Sy
700
)
%
%,
R
010‘3
%
&
70,
7.
&
%,
e
6‘6&
7 77
%
\%\7

Formulagdes

Figura 24: Impacto das diferentes concentracdes do X5 na manutencédo do itraconazol em solucao
em formulagbes com concentragdes fixas de X1 (15% p/p) e X3 (5% p/p).
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5.2.6 X2

O X2 é um excipiente utilizado como solvente e promotor de permeac¢ao cutanea em
formulag@es topicas. Como apresentou boa capacidade de solubiliza¢do do ITZ, seu
uso foi proposto em quase todas as formulacbes desenvolvidas. Inicialmente a
concentracdo de 5% p/p foi avaliada (S1-S8, ANEXO 1). No entanto, como ja
discutido, em nenhuma dessas formulacdes foi possivel manter o ITZ em solugéo,
sendo observado precipitado pouco tempo apds a producdo. Assim, propusemos
aumentar esse excipiente para a concentracdo maxima recomendada pelo fabricante
(10%). Porém, quando comparamos a formulacdo S8 (5% p/p de X2) com a S10 (10
% p/p) (ANEXO 1), em ambas foi observado ITZ precipitado dentro de 24h (Figura
25). Dessa forma, a S10 n&o apresentou a estabilidade desejada, mesmo com 10%
de X2 e uma proporcdo maior de X5, que € um bom solvente para o ITZ. Além disso,
ambas as formulacdes apresentaram aumento de ITZ precipitado ao longo dos meses

e amarelamento.

Apesar do resultado inicial ndo ter sido promissor, como a interac&o entre excipientes
€ crucial na estabilizacdo do farmaco, optamos por avaliar a X2 em diferentes
formulag6es mantendo a concentracao de 10% p/p (S9-S50, ANEXO 1). A Figura 26
ilustra os resultados obtidos. Como € possivel observar, na maior parte das
formulacbes o ITZ manteve-se totalmente solubilizado por apenas 2, 3 e 4 dias.
Destaca-se apenas a formulacdo S27, que se manteve sem precipitado de ITZ por 36
dias. Porém, nessa formulacéo foi utilizada uma concentracdo mais elevada de X1
(18%). Adicionalmente, ao longo dos meses observamos intensa precipitagao do ITZ.
Embora os cristais formados sejam de facil ressuspensao, a precipitacdo foi tdo

intensa que a formulacao fica ligeiramente turva quando submetida a agitacao.

S8 $10

Figura 25: Formulagdes S8 e S10 contendo, respectivamente, 5 e 10% p/p de X2 apés 24h do seu
preparo. As setas vermelhas evidenciam a formacéo de ITZ precipitado.
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Figura 26: Variacdo na estabilizacdo do ITZ em diferentes formulacdes contendo 10% p/p de X2.

Optamos entdo por avaliar diferentes formulagdes contendo 5% (S79, S78-S80), 6%
(S51, S53, S82, S84, S89-S100) e 8% p/p (S67-S72, S101-S103) (ANEXO 1). Como
pode ser observado na Figura 27, as formulacfes S53 e S86, ambas com 6% p/p de
X2, 15% de X1 e 5% de X3, foram as que apresentaram 0s maiores tempos de
estabilizacdo do ITZ. Apesar de compreendermos que 0s outros excipientes também
influenciam no comportamento da formulacdo, o resultado nos motivou a prosseguir

com o X2 a 6% p/p.
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Figura 27: Influéncia da concentracao de X2 no tempo de precipitacdo do itraconazol em diferentes
composicdes de formulacdes.

5.2.7 X11
O X11 também foi avaliado na formulagdo como uma estratégia para melhorar a
solubilidade do ITZ. Ha relato de que o X11 seja capaz de solubilizar 5,22 mg de ITZ.
Adicionalmente, os tocoferdis presentes em sua composicdo podem minimizar

processos oxidativos. E relatado na literatura a utilizacdo de X11 em concentracdes
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de até 30% para produzir microemulsdes de ITZ. Porém, optamos por avalia-lo
inicialmente na concentracao de 15 % p/p (S72, ANEXO 1). Quando comparamos as
formulagbes S70 e S72 (ANEXO 1), que apresentam composi¢cdes parecidas, foi
possivel observar um maior tempo de manutencao do ITZ solubilizado na formulagéo
com X11 (S72) (Figura 28). A partir deste resultado, avaliamos varias concentracdes
do X11: S73 (30%), 78 (27%), S80 (23%), S101 (20%), S82-S85 (10%), S86-96 +S98-
99 (6%), S102 (5%), S97 (4%) e S103 (3%) (ANEXO 1).

Os melhores resultados de estabilizacdo do ITZ foram observados para S86 e S94,
ambas com 6% p/p de X12, que ndo apresentaram precipitados em 30 e 14 dias,
respectivamente (Figura 28). Entretanto, posteriormente foi observada separacao de
fases em ambas as formulacdes. Essa desestabilizag&o foi possivelmente decorrente
da alta concentracdo de X12, respectivamente 15 e 12%, frente a alta carga lipidica
das formulacdes. A Figura 29 ilustra o aspecto de algumas das formulac6es com X12,
onde é facilmente observada uma turbidez, diferentemente do aspecto limpido
observado nas formulagbes anteriores. Adicionalmente, nas formulacbes S82-S88,
S94 e S102-S103 foi observada separacdo de fases ao longo do tempo e, com

excecdo da S91, todas amarelaram.
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Figura 28: Comparativo entre a relacéo da concentracdo de X11 (% p/p) e o tempo até aparecimento
de precipitado de itraconazol em diferentes formulacdes.
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S89

Figura 29: Aspecto macroscoépico das formulacdes S80, S81, S84, S85, S86, S87, S88 e S89 logo
apos seu preparo. Observa-se turvacao do sistema devido a alta carga lipofilica frente ao aumento da
concentracdo de X12, sendo observada separacao de fases ao longo do tempo.

Com relacédo as formulagdes S97, S101, S102 e S103 (ANEXO 1, Figura 30), que
apresentaram o pior perfil, com rapida precipitacdo de ITZ, também pode ter ocorrido
incompatibilidade entre os excipientes. Nas formula¢cées S97, S102 e S103 foram
adicionados excipientes com caracteristicas mais hidrofilicas, como X12, X16 (HLB
18-23, BASF) e/ou X18. Esses excipientes, além de ocasionarem turbidez, podem ter
interagido com o X1, deixando-o menos disponivel para o ITZ. Tanto a S102 como a
S103 apresentaram separacao de fases e amarelamento; e a S97 ficou turva, com
aspecto mais branco, provavelmente devido a precipitacdo do X18 e do X17. Ja na
S101 (ANEXO 1, Figura 30), a remogdo de alguns excipientes com caracteristicas
mais anfifilicas também contribuiu negativamente para a estabilizagdo do ITZ,
mostrando a necessidade de equilibrio entre os excipientes selecionados devido ao
comportamento anfifilico do farmaco. N&o foi observado amarelamento na S101. J&
na S90 e S92 formou-se uma fina camada de ITZ precipitado, mas sem amarelamento.
A S78 amarelou muito e formou grande quantidade de precipitado de facil
ressuspensdo. A S72 também amarelou e formou precipitado de facil ressuspenséo,
mas em menor quantidade que na S78.
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Figura 30: Aspecto macro e microscépico das formulagdes S97, S101, S102 e S103. Na seta
vermelha destaca-se a formagé&o de precipitado no fundo do frasco.

5.2.8 Surfactantes

Devido a baixa solubilidade do ITZ nos excipientes oleosos e a uma afinidade com
excipientes anfifilicos, também avaliamos alguns surfactantes, com énfase naqueles
gue apresentavam cadeias peguiladas em sua estrutura quimica. O X13 foi 0 primeiro
surfactante proposto, devido ao potencial de solubilizagdo de farmacos pouco
soluveis. Esse excipiente foi avaliado nas concentracdes (p/p) de 10% (S1 a S12), 8%
(S13 a S16), 7% (S17 a S20), 5% (S21 a S26), 3% (S27 a S32 e S92 a S99) e 0,5%
(S51 e S52) (ANEXO 1). Dessas formula¢des, destaca-se a formulacdo S27 que nao
apresentou precipitado de ITZ por 36 dias (Figura 26). Infelizmente, na maioria das
formulacbes avaliadas ndo foi possivel identificar uma melhora potencial na

estabilizacdo do ITZ.

Nesse sentido, a partir da S33, o X13 foi descartado; tendo sido novamente avaliado
a 3% p/p a partir da S92, quando adicionamos excipientes com caracteristicas mais
anfifilicas (ANEXO 1). Ao compararmos S91 com a S92 (ANEXO 1), percebemos uma
pequena melhora na estabilizacdo do ITZ dentro de 24h. Porém, ainda foram
observados cristais do farmaco em solucédo (Figura 31). O X13 (3% p/p) ainda foi
avaliado em outras formulacdes (S94-S99). Entretanto, a partir da formulagcdo S100
(ANEXO 1), foi novamente removido, pois continudvamos observando separacéo de
fases (S92, seta amarela, Figura 32) e precipitagdo do ITZ (S94, seta vermelha,
Figura 32) dentro de 24h. Ao longo do tempo, também observamos separagéo de

fases e precipitacédo do ITZ em ambas as formulacbes, mas sem amarelamento.
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Figura 31: Presenca de cristais de itraconazol nas formula¢des S91 e S92 observados em
microscépio de luz polarizada, nos tempos 0 e 24h.
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Figura 32: Aspecto macroscépico das formulacdes S92 e S94. Na seta amarela destaca-se a
separacao de fases e na seta vermelha destaca-se a formacéo de precipitado.

Outro excipiente avaliado durante o desenvolvimento das formulacdes foi 0 X6, que é
apontado como substituto de solventes organicos. Nas primeiras formulacdes, em
concentracédo igual a 0,5% p/p, o X6 foi avaliado como potencial substituinte do X13
(S51 x S53 e S52 x S54, ANEXO 1). Como pode ser observado na Figura 33, as
formulagBes S53 e S54, que continham X6, mantiveram-se estaveis por mais tempo

guando comparadas aquelas que continham X13 (S51 e S52).
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Figura 33: Comparacao entre a influéncia do X13 e X6 no tempo de aparecimento de precipitado de
itraconazol (formulagbes S51, S52, S53 e S54).

A partir do resultado acima, o X6 foi avaliado em diferentes concentracdes (S52 a
S103, ANEXO 1). De maneira geral, apesar de ter-se mostrado mais promissor que o
X13, a remocdo de outros excipientes para aumentar a concentracdo do X6 néo
refletiu positivamente. Na Figura 19 observamos cristais de ITZ dentro de 48h em
formulaces com 2,5 a 5,5% p/p de X6 (S56-58 e S61-62). Este resultado ilustra quéo

complexo é o processo de estabilizacdo do ITZ em uma solucao.

Ha na literatura a descricdo da mistura de X6 e X13 (propor¢do molar 1:5) na
solubilizag&o de cerca de 7,545 mg/mL de ITZ. Assim, avaliamos a associagcéo desses
dois surfactantes (S92, S94 a S99, ANEXO 1). Entretanto, a mistura proposta néao foi
capaz de estabilizar 0 ITZ, sendo observado precipitado logo apds o preparo em quase
todas, a excecao das S92 e S94, que ndo apresentaram precipitado de ITZ por 7 e 14

dias, respectivamente.

5.29 X12

Em virtude da dificuldade de manutencdo do ITZ em solugdo e do melhor
entendimento do comportamento do farmaco, foi proposta a insercdo do X12. A
solubilidade do ITZ neste excipiente ja € relatada na literatura, visto que o ITZ é capaz

de formar ligacdo de hidrogénio com os grupos de Oxido de polietileno.

O X12 é um excipiente de baixa irritabilidade, sendo utilizado em concentragdes de
até 30% v/v como veiculo de formulacdes injetaveis (ROWE et al., 2009) e até 60%
p/p para producdo de pomadas de aplicacdo topica. Assim, avaliamos o X12 em
diferentes concentracdes (p/p): S78 (3%), S80-81 (5%), S79 + S82-83 + S102 (7%),
S96 (9,5%), S84-85+ S111 (10%), S94 (10,5%), S95 + S103 (11%), S98 (11,3%), S99
(11,5%), S97 (13%), S92-93 (12%), S104-105 (14%), S86-91 (15%), S106 (20%),
S100 (21%), S107-108 (30%) e S109-110 + S112 (40%) (ANEXO 1). A Figura 34
ilustra a relagcdo entre 0 aumento do X12 e o tempo até a identificacdo de ITZ
precipitado. Como pode ser observado, ndo existe uma relagéo linear. Entretanto, as
melhores formulacdes apresentavam entre 10,5, 15 e 30 % p/p de X12. O X12 também
impactou positivamente no processo de produgao, auxiliando na solubilizagao do X16,

gue contribuiu para o aumento da viscosidade.
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Apesar da melhora na estabilizacdo do ITZ, observamos turvacdo do sistema e
separacao de fases, como descrito acima (Figura 30). Portanto, a partir da formulacéo

S104, removemos 0 X11, buscando mitigar a separacédo de fases.

S36 5103

594

=
u] LAJ
3 5 7 7 10 10 11 11,3 12 13 14 15 15 15 20 40
Concentracdo de X12 (% p/p)

(dias)
[y
Ln

Tempo até precipitagéo do itraconazol

Figura 34: Relagdo ndo-linear entre a concentragcédo de X12 e o nimero de dias até a identificacédo de
itraconazol precipitado nas formulagdes.

5.2.10 Polimeros com propriedades surfactantes

Frente a dificuldade em estabilizar o ITZ em solugcéo, avaliamos polimeros para doar
viscosidade ao sistema como uma ferramenta para diminuir 0 processo de
recristalizacdo do farmaco e ir de encontro a uma demanda da veterinaria. Embora no
desenho inicial da formulacdo tenha sido proposta uma solucao bem fluida, baseada
em formulacdes do tipo pour-on, que sdo muito empregadas na medicina veterinaria,
ao estudar os aspectos clinicos da esporotricose felina, verificou-se que esse néo
seria 0 desenho ideal para todos os tipos de lesdo. Como sdo muito comuns lesdes
faciais na esporotricose felina (GREMIAO et al., 2020), uma formulacdo menos fluida
minimizaria o risco de interacdo com os olhos do animal. Assim, avaliamos a insercao

de polimeros com propriedades surfactantes.

Inicialmente, optamos por utilizar o X19 com o intuito de aumentar a viscosidade e
estabilidade das formulac¢des. Entretanto, como sera discutido no tépico 5.2.11, as
formulagbes apresentaram baixa estabilidade. Dessa forma, propusemos avaliar o
X16. Quando comparamos as formulacbes S67 e S69, em que a Unica diferenca é a
presenca do X19 ou do X16, observamos que a formulagdo com X19 (S67, ANEXO
1) manteve-se estavel por quatro dias enquanto a com X16 (S69, ANEXO 1) por
apenas dois. A associacao entre os dois excipientes (S70, ANEXO 1) também néo se

mostrou benéfica, pois a formulacéo apresentou precipitado de ITZ em dois dias.
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Apesar desse resultado, optamos por substituir o X19 pelo X16, uma vez que esse
excipiente apresenta potencial de diminuir a sedimentacéo de precipitados. O X16 foi
avaliado em diferentes concentracdes: S69-70 (0,5%), S84-87+S111 (5%), S91 (6%),
S$82-83+S89-90+S592-99+S102-103 (7%), S112 (10%), S109 (12%), S104+106+110
(20%), S108 (25%) e S107 (30%) (ANEXO 1). Como pode ser observado na Figura
35, de maneira geral, as formulagdes que se mantiveram mais estaveis (S86 e S94)
apresentavam, respectivamente, 5% e 7% p/p de X16, em um sistema que ainda
continha alta carga lipidica, devido a presenca do X14 e X11. Assim, como ja
mencionado anteriormente, problemas de separacdo de fases foram observados na

maioria dessas formulacdes (Figura 30).

Optamos entdo por avaliar formulagdes com uma maior propor¢cdo de polimeros
hidrofilicos a partir da formulacdo S104 (ANEXO 1). As formula¢des S107 e S110,
com 30 e 50% p/p de X16, respectivamente, apresentaram-se muito viscosas e com
aspecto extremamente pegajoso, sendo descartadas. Ja a S108, com 25% p/p,
apresentou-se incolor logo ap6s o preparo e turvou apos 24h, formando uma
suspensao polimérica, sem a presenca de cristais de ITZ (Figura 36). As S109 e S112
(ANEXO 1), com 12 e 5% p/p de X16, respectivamente, apresentaram comportamento
parecido com a S108. Entretanto, apds 5 dias foram encontrados polimero e cristais
de ITZ; sendo que na S112 foi formada uma massa sélida sedimentada, de dificil

ressuspensao.

Legenda
m 0,5% X16
5% X186
6% X16
| 7% X16
m12% X16
m 20% X16
50% X16

Tempo até precipitagio do itraconazol (dias)

Formulagdes

Figura 35: Relagdo entre concentracdo de X16 e tempo até identificacdo de itraconazol.
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t= Oh

t= 30 dias

Figura 36: Aspecto macro e microscépico da formulacéo S108 logo apos seu preparo (t= Oh) e apés
30 dias.

Também avaliamos a associacdo do X16 ao X17, cuja associacao é relatada como
positiva na inibicdo da precipitacdo de farmacos pouco solUveis em sistemas auto
emulsificantes. O X17 foi avaliado nas concentracfes de 0,25% (S102-S103), 0,5%
(96-S100), 1% (S95), 1,5% (S94) e 3% (S93) (ANEXO 1). Como pode ser observado
na Figura 37, nessas formula¢cdes foi observada separacdo de fases apos 15 dias,
precipitacdo do polimero e ITZ. E importante salientar que o X17 é relatado como
estabilizante em diferentes formulacdes, em concentracées que variam entre 0,05 -

2% pl/v. Entretanto, no desenho das formula¢des propostas, sua insercdo ndo se

S95 S94 $102
Figura 37: Aspecto macro e microscépico das formulagdes S93, S95, S94 e S102, com diferentes
concentracdes de X17, ap0s 15 dias de preparo. As setas vermelhas sinalizam a separacgédo de fases

e a seta roxa a formacgéo de precipitado. Em todas as figuras microscopicas € possivel observar a
presenca de cristais de ITZ.

mostrou benéfica.

S93
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5.2.11 Outros excipientes

O X20 é um excipiente com propriedades emoliente e surfactante amplamente
utilizado na industria farmacéutica e de cosméticos, sendo aplicado como veiculo para
farmacos com baixa capacidade de permeacdo na pele (ROWE et al., 2009). No
presente estudo avaliamos este excipiente em quase todas as formulacdes, sempre
em concentragdo menor do que 10%, devido ao risco de comedogénese (BASF,
2015). A propriedade surfactante, além emoliente, foi considerada na selec¢éo.

Nas primeiras formulacdes (S1 e S2, ANEXO 1), o X20 foi avaliado a 5 e 9% p/p,
sendo observada precipitacdo do ITZ dentro de 24h. Na sequéncia, em conjuntos com
outros excipientes, avaliamos a 8% (S3-S16), 7% (S17-23 + S25-S26 +S28), 5% (S24
+ S27 + S29-S104 + S106+ S113) e 4% p/p (S111) (ANEXO 1). Como pode ser
observado na Figura 38, o X20 parece néo influenciar diretamente na manutencéo do
ITZ solubilizado. Entretanto, visando sua propriedade emoliente, foi mantido a 5% p/p,
sendo removido apenas nas formulagdes com alta carga de excipientes com
caracteristicas hidrofilicas (S105, S107-S110 e S112), buscando mitigar a separacao

de fases que vinha sendo observada.

Outro excipiente avaliado desde o inicio foi o X7, devido as propriedades emolientes,
por interagir facilmente com a agua, melhorando a hidratacdo do tecido, e a ampla
utilizacdo em formulacdes topicas. O X7 foi avaliado a 2% (S14, S16, S22, S31-S34 e
S37-S38), 3% (S13, S15, S19-S21, S25 e S28), 5%p (S10-S12), 6% (S3-S8) e 9% p/p
(S2) (ANEXO 1). A Figura 39 resume os resultados obtidos para a relagéo
concentracdo de X7 e a estabilizacdo de ITZ. Como pode ser observado, em boa parte
das melhores formulag@es foi utilizado 2 e 3% p/p de X7. Porém, em nenhuma delas
0 ITZ manteve-se completamente sollvel por mais 11 dias. Assim, buscando otimizar
a estabilizacdo do ITZ em solucdo, avaliamos uma possivel substituicdo do X7 pelo
X4 (S25 x S26, ANEXO 1). O X4 é um emoliente amplamente utilizado, sendo capaz
de formar uma barreira lipidica na superficie da pele, minimizando a saida de agua do

tecido.
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Figura 38: Influéncia da concentracdo do X20 no aparecimento de precipitado de itraconazol nas
formulacdes S2, S3, S14, S15, S17, S23 e S31.
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Figura 39: Influéncia da concentracao de X7 e o aparecimento de precipitado de itraconazol em
diferentes formulagdes.

O X4 ja havia sido avaliado inicialmente na S17 (ANEXO 1) associado ao X7, sendo
visualizado ITZ precipitado dentro de 24h. Quando avaliamos as formulacdes S25 e
S26, observamos que a que continha X7 (S25) permaneceu por 8 dias sem
precipitado, enquanto a S26 precipitou na metade do tempo (S26). Foi observado
também que, ao longo dos meses, ambas as formulagbes amarelaram, entretanto S26
apresentou maior quantidade de farmaco precipitado. Assim, avaliando o conjunto de
formulac6es com X4 (Figura 40), observamos que, embora tenhamos observado uma
formulacdo que permaneceu sem ITZ precipitado por mais tempo (S27), este

excipiente ndo se mostrou determinante na estabilizagdo do ITZ em solugao.
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Figura 40: Influéncia da concentracdo do X4 em concentracdes de 2, 3 e 4% p/p no aparecimento de
precipitado de itraconazol em diferentes formulacdes.

O X19 é uma mistura de A&lcoois alifaticos sélidos, muito empregada no
desenvolvimento de produtos tdpicos, sendo utilizado como emulsificante e agente de
viscosidade (ROWE et al., 2009). Assim, foi adicionado a formulacdo com o objetivo
de interagir com outros excipientes e auxiliar na estabilizacdo e adesividade da
formulacdo. Foi avaliado em concentragdes (p/p) de 4% (S14 e S16), 3% (S8-S10 +
S12-S20), 2% (S11, S21-S22), 1% (S23-S33 + S35, S37, S39-S40) e 0,5% (S51-S58,
S61-S62, S65-S68, S70-S74 e S78-S81) (ANEXO 1). Como pode ser observado na
Figura 41, a maior parte das formulacdes apresentou estabilidade menor do que 10
dias. Os melhores resultados foram obtidos com 0,5% p/p de X19, com excec¢éo da
S27, mas que tinha uma alta carga de X1 e depois 36 dias apresentou extensiva
precipitacdo de ITZ. Assim, a concentracdo de 0,5% foi mantida em varias

formulacdes, sendo este excipiente removido a partir da S82.

Legenda
30 H 0,5% X19
1% X19
25 2% X19
M 3% X19

H 4% X19

:|||||||||II|"|I‘|| il HHH 33] Wasasal y

Formulactes

Tempo até precipitacéo do itraconazol (dias)

Figura 41: Influéncia da concentracéo do X19 frente ao tempo de aparecimento de ITZ precipitado.
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5.3 Desenvolvimento do método analitico por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia para quantificacdo do itraconazol nas formulacdes

5.3.1 Avaliagdo da seletividade

Para avaliar a seletividade do método, injetamos amostras das formulacdes (oleosas
e poliméricas) em diferentes condi¢des. Devido a presenca de X3, muitas condicdes
foram avaliadas, como uma coluna maior e diferentes comprimentos de onda, posto
que o tempo de retencdo desse excipiente era muito proximo ao do ITZ (Figura 42A-
C), como relatado em outros estudos (STAN et al., 2016). Assim, foi necessario
trabalhar a polaridade da fase movel, variando a proporgcao entre a agua e acetonitrila.
Como pode ser observado na Figura 42D, ao utilizarmos uma fase movel ACN: agua
(60:40), foi possivel separar os componentes e analisar o ITZ (pico em torno de 16,45
minutos), sem interferéncia dos outros componentes ou diluentes das formulacoes,
como pode ser observado nos cromatogramas das solucdes padrdo (Figura 42E-F).
Assim, demonstramos que o0 método proposto apresentava seletividade e poderia ser
utilizado para quantificagédo tanto de solucdes padrdo de ITZ quanto do ITZ nas

formulagdes desenvolvidas.
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Figura 42: Cromatogramas obtidos em diferentes condi¢cdes de fase movel, sendo o pico de X3
destacado com seta vermelha e do itraconazol (ITZ) com seta azul. (A) ACN: agua (90:10), tempo de
corrida: 10 minutos, sobreposicao dos picos de X3 e ITZ préximo a 5 minutos; (B) ACN: 4gua (70:30),

tempo de corrida: 10 minutos, sobreposicdo dos picos de X3 e ITZ entre 5 e 6 minutos; (C) ACN:
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agua (eluicao gradiente), tempo de corrida: 20 minutos, sobreposicédo dos picos de X3 e ITZ entre 18
e 19 minutos com desvio da linha de base; (D) ACN: dgua (60:40), tempo de corrida: 20 minutos,
separagdo completa do pico de ITZ; (E) formulagao polimérica padrédo analisada em ACN: agua
(60:40), tempo de corrida: 20 minutos; (F) formulacao oleosa padrao analisada em ACN: agua

(60:40), tempo de corrida: 20 minutos.

5.3.2 Linearidade

Ap6és confirmacdo da normalidade (p>0,05, teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (c= 0,1961, teste de Cochran), a regressao linear foi verificada
pelo método de minimos quadrados ordinarios. As curvas foram entdo analisadas
guando a similaridade coeficiente de correlacdo linear e angular, sendo comprovada
a similaridade de ambos os coeficientes e obtida uma curva Unica (Y = 31665X + 2424)
(Figura 43). Também foi verificado que o coeficiente angular era estatisticamente
diferente de zero (p< 0,0001) e o linear ndo estatisticamente diferente de zero
(p=0,4853). Os residuos também apresentaram normalidade (p= 0,1807, teste de
Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (p= 0,4558). Assim, as 3 curvas obtidas para
avaliacdo do teor de ITZ nas formulacdes atenderam as premissas necessarias e
apresentaram coeficientes de correlacdo (R) e determinacdo (R2) satisfatérios,
respectivamente 0,9954 e 0,9908. Portanto, a linearidade do método desenvolvido foi
comprovada para a faixa de trabalho de 0,5 a 8 pg/mL.

350000
y = 31665x + 2424

R=0,9954
300000 R2 = 0,9908

250000
200000

150000

Area sob a curva

100000

50000

0 2 4 6 8 10 12
Concentracdo (ug/mL)

Figura 4312: Curva obtida por regresséo linear pelo método de CLAE para andlise de itraconazol. Destacam-se
a equacdo e os coeficientes de correlagéo (R) e determinacéo (R?).
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5.3.3 Limites de deteccao e quantificacédo

Os limites de deteccdo e quantificagdo da curva de linearidade obtida foram,
respectivamente, 0,38 pg/mL e 1,15 pg/mL. Assim, a partir do segundo ponto da faixa

de trabalho selecionada (2 pg/mL), é possivel quantificar o ITZ.

5.4 As formulagbes mais promissoras

No decorrer do estudo foram avaliadas diversas composicdes com diferentes
proporcdes de excipientes (ANEXO 1). Na maioria das formulagdes observamos
precipitacdo do ITZ logo nos primeiros dias. A partir da andlise visual selecionamos 4
formulac6es como as mais promissoras desenvolvidas ao longo deste estudo: S1,

S47, S86 e S108, sendo as trés primeiras oleosas e a ultima polimérica.

5.4.1 FormulagOes oleosas

As formulagdes oleosas S1, S47 e S86 (ANEXO 1) foram produzidas em diferentes
datas e apresentaram toque suave e evanescente, sendo rapidamente absorvidas
guando aplicadas na pele. Apesar da observacéo de ITZ precipitado ap6s 1 e 4 dias
nas S1 e S47, respectivamente, e separacao de fases com formacédo de precipitado
apos 30 dias na S86, essas foram formulacdes oleosas que apresentaram menos ITZ
precipitado (Figura 44) ao longo dos meses. No entanto, observamos amarelamento

em todas essas, sendo mais expressivo na S1.

Figura 44: Aspecto macroscoépico das formulagdes S1, S47 e S86 apods 14, 11 e 7 meses de preparo.

Com o objetivo de obtermos um dado quantitativo do perfil de estabilizacdo do ITZ
solubilizado, essas formulagbes foram submetidas a analise por CLAE. Como pode
ser observado na Tabela 7, a S47 apresentou o maior percentual de ITZ solubilizado
(77,6%, 11 meses), seguida a S86 (74,2%, 7 meses) e da S1 (12,3%, 14 meses).
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Tabela 7: Caracterizacéo das formulacfes S1, S47 e S86 apds alguns meses de preparo quanto a %
de itraconazol solubilizado, espalhabilidade e viscosidade.

Formulacéo Tempo decorrido ITZ solubilizado Espalhabilidade Viscosidade
desde seu preparo (%) (cm) (cP)
(meses)
S1 14 12,3 9,4 234
S47 11 77,6 10,3 7,8
S86 7 74,2 7,8 56,2

Analisando os cromatogramas obtidos (Figura 45) € visivel um pico no tempo de
retencao de 4,45 minutos para todas as formulacdes. Kryczyk e colaboradores (2016)
também identificaram um pico em tempo de retencdo parecido e caracterizaram-no
como um produto de degradagdo do ITZ originado da ruptura da ligacdo C-N. E
interessante observar que o pico do suposto produto de degradacdo aumenta na
medida que a concentracao de ITZ diminui, o que pode justificar a baixa concentracao
de ITZ solubilizado observado na S1, mesmo frente a baixa quantidade de cristais na
formulacdo. E possivel ainda que outros produtos de degradacio estejam presentes
e possam ser observados em tempos de retengcéo maiores do que o do ITZ, conforme
observado por Kryczyk e colaboradores (2016); o que poderia explicar a concentracéo

tdo baixa para S1. Entretanto, tal investigacdo nao foi realizada no presente estudo.
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Figura 45: Cromatogramas obtidos para a formulacdo oleosa sem itraconazol (A) e para as
formulacgbes S1 (B), S47 (C) e S86 (D). Em destaque para o pico caracteristico do itraconazol (16,45
minutos, seta azul) e pico sugestivo de produto de degradacéo (4,45 minutos, seta vermelha).

Com relacdo a espalhabilidade e viscosidade (Tabela 7), como pode ser observado,
a S86 apresentou a maior viscosidade (56,2 cP) e menor espalhabilidade (7,8 cm), o
gue pode ser justificado pela presenca de X12 (ANEXO 1). Devido ao peso molecular
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e as interacdes de suas cadeias poliméricas, X12 apresenta capacidade de aumentar
a densidade e viscosidade do sistema . Esse resultado também pode justificar o maior
tempo para aparecimento de precipitado na formulagdo (30 dias), uma vez que
aumenta a resisténcia da formulacao ao fluxo, retardando a sedimentacao de cristais.
Ao compararmos a viscosidade das formulacbes S1 e S47 (23,4 e 7,8 cP,
respectivamente), percebemos que S1 apresentou-se mais viscosa, 0 que pode ser
explicado pela presenca de X7 (ANEXO 1), que apresenta densidade entre 0.932—
0.945 g/cm?® a 15,8 °C (ROWE et al., 2009).

5.4.1.1 Planejamento de misturas

A partir da analise das composicdes e avaliacbes dos excipientes (Topico 5.2),
propusemos um planejamento experimental de misturas do tipo simplex lattice, a fim
de avaliarmos a influéncia dos excipientes X1 e X10 (Tabela 4, S114-S121 ANEXO
1). Tal tipo de analise tem sido muito empregada na industria farmacéutica, com o
intuito de otimizar a producéo de microesferas contendo antimicrobianos (PENA et al.,
2015), de microemulsGes para aplicacdo tépica (DUANGJIIT et al., 2014) e
comprimidos (PHADKE et al., 2019).

A Figura 46 ilustra os resultados obtidos para os fatores resposta espalhabilidade e
para viscosidade. Como pode ser observado, nao é possivel identificar diferencas nos
valores obtidos para a espalhabilidde (p=0,3100). Este resultado era esperado, posto
gue X1 e X10 ndo apresentam adesividade. No entanto, foi observada diferenca
estatistica significativa para a viscosidade (p < 0,0001), que é a medida de resisténcia
interna de uma substancia ao fluxo quando submetida a uma tensdo (SILVA et al.,
2019). Para este fator resposta foi observado um aumento linear: V= 0,444018.X1 +
0,886399.X10 (R?= 0,9529), onde V corresponde a viscosidade (cP). O modelo

também nao apresentou falta de ajuste (p= 0,1749).
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Figura 46: Valores obtidos para os fatores resposta espalhabilidade e viscosidade no planejamento
experimental de misturas do tipo simplex lattice.

A Figura 47 ilustra as curvas obtidas para os fatores resposta viscosidade e % de ITZ
solubilizado a partir do planejamento experimental de misturas do tipo simplex lattice.
Na Figura 47A é possivel observar claramente o quanto a concentragdo de X10

impacta na viscosidade das formulacgdes.

Quando avaliamos a Figura 47B e Tabela 8, observamos que a relagdo X1:X10
também influenciou na quantidade de % de ITZ solubilizado (p <0,0001). O modelo
mais adequado para esta relacdo foi o quadratico (R2= 0,9992): S= 61,20034.X1
+60,28896 X10 -11,31310(X1.X16) + 0,037896 X1.X16.(X1-X16) -0,041110 (X1-
X10)2, onde S corresponde a % de ITZ solubilizado. Segundo o modelo, X1 a 15% p/p
(S114 e S119) foi a condig&o que propiciou os melhores resultados, estando de acordo
com as observacoes feitas anteriormente (Topico 5.2) e pode ser justificada pela alta
solubilidade de ITZ em X1 e pelo fato do ITZ ser mais hidrofébico do que lipofilico.
Assim, a partir destes estudos foi possivel solubilizar mais de 90% de ITZ na base
oleosa, havendo cerca de 10% de cristais de ITZ em suspenséo.
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Figura 47: Gréficos mostrando as relacdes obtidas para viscosidade e % de itraconazol solubilizado
nas formula¢des S114-S121, frente a variagdo nas concentracfes de X1 e X10. Em A, observa-se a
relacdo linear para a viscosidade e, em B, a relagdo quadratica para a % de itraconazol solubilizado.

Tabela 8: Itraconazol solubilizado (%) nas formulagbes oleosas obtidas no planejamento experimental
de misturas do tipo simplex lattice.

Formulacao S114 s115 S116  S117  S118 S119  S120  Si21

N .
ITZ solubilizado (%) o, 5583 24086 83,0586 84,1075 77,9691 90,0674 26,1744 37,9098
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5.4.2 Formulagéo polimérica

Diante da demanda por uma formulagcdo mais viscosa e mais adesiva, buscamos
associar diferentes excipientes ao longo do estudo, conforme ja discutido
anteriormente. Dentre as formulacdes poliméricas desenvolvidas, a S108 foi a mais
promissora, pois apresentou toque suave e boa adesividade a pele. Também néo foi
observada a formacédo de cristais de ITZ na formulacdo durante a avaliacdo no
microscopio de luz polarizada, sendo visualizadas apenas microparticulas

poliméricas, de formatos variados (Figura 36).

Com o objetivo de certificarmos a auséncia de cristais de ITZ, e visualizarmos as
estruturas poliméricas presentes na formulacéo, a S108 foi analisada por MEV. Como
pode ser observado na Figura 48, em nenhum campo avaliado foi possivel identificar
a presenca de cristais de ITZ. No entanto, podemos observar uma estrutura enrugada
de aspecto enovelado, que provavelmente se formou a partir da retracdo da rede
polimérica apos o processo de secagem da amostra (Figura 48A-B, seta azul) e pode
ser decorrente do rearranjo estrutural do copolimero de bloco de X16, formando
estruturas supramoleculares. Quando observamos essas estruturas em um aumento
maior, é possivel visualizar a presenca de micelas esféricas com tamanho médio de
221 + 54 nm em toda superficie da rede polimérica (Figura 48C-D, seta vermelha).
Essas micelas podem ser formadas devido a caracteristica anfifilica de X16,
favorecendo a interacdo com excipientes hidrofilicos, como X12 e formando um core
lipofilico, onde provavelmente se encontram o ITZ, X1, X3 e X8. Devido as
caracteristicas moleculares, supde-se que X1, X8 e ITZ possam ser encontrados em
ambas as regides (micelas e estruturas supramoleculares) (Figura 49).
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Figura 48: Imagens da formulacdo S108 obtida por microscopia eletrénica de varredura (A-D), sendo
visivel estruturas poliméricas enoveladas (setas e colchetes azuis) com presenca de microparticulas
poliméricas (setas vermelhas) e auséncia de cristais de itraconazol.

cadeia hidrofilica  cadeia hidrofébica

. —-— <= . O

X3
ITZ X1 X8  X12 X16

Figura 49: llustragdo esquematica da interacdo e organizacao do itraconazol e excipientes na
formulacgao polimérica S108.
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A Tabela 9 ilustra os resultados obtidos para % de ITZ solubilizado, espalhabilidade e
viscosidade. Como pode ser observado, a S108 apresentou alta taxa de ITZ
solubilizado e estabilizado no sistema (97,3 = 2,1). Assim, a adicdo de excipientes
poliméricos com caracteristicas anfifilicas, como o X12 e X16, foi importante na
prevencao da precipitacdo do ITZ, possivelmente devido a formacéo de uma forte rede
polimérica. Importante destacar que a associacdo desses excipientes propiciou a
estabilizacdo do ITZ com uma baixa concentracdo de X1. Com relacdo a avaliagdo da
espalhabilidade, a S108 mostrou-se facilmente espalhdvel, mas com uma resisténcia
maior quando comparada as formulacdes oleosas. Esta caracteristica atende ao
desenho proposto, minimizando o risco da formulac&o escorrer para os olhos ao ser
aplicada na face dos felinos. Espalhabilidade semelhante foi encontrada no
desenvolvimento de microemulsao para hidratagéo de pele seca (SIQUEIRA, 2016).

Com relacédo a viscosidade (Tabela 9 e Figura 50), podemos observar um aumento
expressivo em relacao as formulacdes oleosas, o que era esperado devido a presenca
de estruturas coesivas X16 e a hidratagdo das cadeias de X12. Também é possivel
observarmos um comportamento caracteristico de fluido pseudoplastico, onde a
medida que a taxa de cisalhamento aumenta ocorre uma reducdo na viscosidade
(Figura 50A) e aumento na tensdo de cisalhamento (Figura 50B). Resultado
semelhante foi obtido em outro estudo onde foram desenvolvidos géis
supramoleculares de X16 e ciclodextrinas para a entrega transdérmica de carvedilol.
Este resultado pode ser explicado pela presenca de particulas sélidas de X16 que, em
repouso, se mantém em uma estrutura altamente enovelada mas, sob uma tensao

(cisalhamento), se orientam na direcdo do escoamento (COELHO e PINTO, 1998).

Tabela 9: Caracterizacdo da formulagcdo S108 (n=3, média + desvio-padrdo) para a % de itraconazol
precipitado, espalhabilidade (cm) e viscosidade (cP)

% de ITZ solubilizado Espalhabilidade (cm) Viscosidade (cP)
97,3+2,1 5,5+ 0,06 2815 + 297

Diferentemente, em outro estudo, ao avaliarem o comportamento reoldgico de
misturas de X16 e X11, observaram um comportamento de fluido newtoniano, onde
nao existe variacdo da viscosidade frente a mudanca na taxa de cisalhamento. Uma
possivel justificativa para esse resultado foi a interacéo entre X16 e X11, que evitou a
gelificagcéo e agregacdo do polimero. Como na S108 ndo temos um componente
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oleoso como o X11, observamos a formacédo de estruturas poliméricas no sistema

(Figuras 48 e 49) e um perfil reoldgico ndo Newtoniano.
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Figura 50: Curvas de fluxo da formulagdo S108 carregada com itraconazol. (A) Viscosidade em
funcéo da taxa de cisalhamento e (B) tens&o de cisalhamento da taxa de cisalhamento.

5.5 Avaliacéo clinica da eficacia das formulacfes desenvolvidas em felinos

infectados com esporotricose

5.5.1 Piloto 1

Apods o inicio do tratamento com a formulagéo topica carregada com ITZ, o animal
apresentou melhora expressiva da aparéncia da lesdo (Figura 51A). A cicatrizacéo
foi progressiva nas semanas seguintes (Figura 51B-F) e, apés 111 dias de aplicacédo

da formulacao tépica, houve a cicatrizacdo completa da leséo.

A eficacia do ITZ no tratamento da esporotricose felina € bem relatada, sendo este o
medicamento de primeira escolha (GREMIAO et al., 2020). No entanto, como ha no
mercado somente formulacdes orais, a administracdo sistémica pode levar a
necessidade de descontinuidade do tratamento devido as rea¢Bes adversas. No
estudo piloto, apds alguns meses de tratamento com ITZ oral, 0 animal apresentou
alteracdo em marcadores hepaticos, que pode ter sido causada pelo uso continuo do
ITZ, uma vez que a hepatotoxicidade é uma reagédo adversa bem descrita com o uso
continuo de ITZ (LOU et al., 2011). Assim, a formulag&o tdpica permitiu otimizar o
tratamento, fornecendo uma evidéncia de eficacia no tratamento de lesdes causadas
por Sporothrix spp. Além disso, ela pode ser também uma alternativa para tratamento

de gatos com alteracfes hepaticas, apresentando boas perspectivas.



79

Figura 51: Evolugéo clinica do animal tratado com o ITZ tépico. (A) Leséo com bordas indicando
processo de cicatrizacdo apos 12 dias de tratamento; (B) diminuigcdo da extensdo da leséo e processo
de cicatrizacao ap0s 18 dias de tratamento; (C) processo de cicatriza¢@o apoés 25 dias de tratamento;

(D) processo de cicatrizagdo apds 74 dias de tratamento; (E) fechamento quase completo da lesdo
apos 95 dias de tratamento; (F) leséo fechada e cicatrizada ap6s 111 dias de tratamento.

Fonte: acervo pessoal/ Lincoln, 2021

Importante ressaltar que, apesar de existir na literatura estudos de desenvolvimento
de novas formulacdes tépicas carregadas com ITZ (KIM et al., 2017; PASSOS et al.,
2020), néo foi encontrado nenhum estudo que tenha avaliado a aplicacéo topica em
gatos contaminados com esporotricose. Em um estudo conduzido por Cutsem (1989),
a administracédo de ITZ topico, solubilizado em uma mistura de PEG1500 e PEG400,
foi avaliada no tratamento de dermatofitoses e infec¢cdes causadas por leveduras

utilizando diferentes modelos animais. Os resultados foram promissores.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, um estudo com um maior nimero de

animais foi conduzido e é apresentado na sequéncia.

5.5.2 Estudo clinico em felinos

As mudancas sugeridas para adequacdo da formulacdo quanto a necessidade dos
animais, de acordo com o tipo de leséo foram atendidas satisfatoriamente. Na Figura
52 mostramos a evolucao clinica de 2 animais envolvidos no estudo, com diferentes
tipos de leséo, que utilizaram a formulagéo tépica polimérica de ITZ associada ao ITZ
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oral. Como € possivel observar, a formulacdo tépica propiciou o tratamento de lesdes
de diferentes extensdes e localizagbes, sem que nenhum relato de intoxicacao fosse

feito por parte dos tutores.

A1 A2

-

kY

ST

Figura 52: Evolucéo clinica de dois gatos (A e B) diagnosticados com esporotricose, tratados com a
formulacéo topica de itraconazol. Destaque para a melhora do aspecto da leséo facial (A2) e melhora
da extensa lesédo em pata dianteira esquerda (B2).

A Tabela 10 apresenta a estatistica descritiva resultante da avaliagdo do tratamento
de felinos infectados com esporotricose e tratados com o ITZ oral associado ou nao
ao tratamento tépico. Como pode ser observado, ndo houve associacdo
estatisticamente significativa entre cura e o tipo de tratamento e entre 6bitos e o tipo
de tratamento. A auséncia de diferencas estatisticas pode ser decorrente do fato do
namero de animais entre os dois grupos ser muito diferente, o que dificultou a anélise.
No entanto, € possivel observar um indice de dbito maior no grupo dos animais
tratados somente com a formulacéao oral (21,31%) em comparagcdo com 0s animais
onde foi feita a associacdo com a formulacgéao tépica (5,26%). Nossas andlises também
demonstraram que ndo houve associa¢do do sexo do animal com a cura (p=0,650)
nem associacdo de sexo do animal com o uso do medicamento tépico (p= 0,285),
demonstrando que tanto machos quanto fémeas podem se beneficiar do tratamento
da mesma forma.

A Figura 53 ilustra a distribuicdo do tempo de tratamento de acordo com o tipo de
tratamento (oral ou oral + topico) e a cura. Como pode ser observado, nos animais do
grupo tratado somente com ITZ oral foi observada uma grande dispersdo no tempo
de tratamento, ndo havendo diferenca estatistica no tempo entre os animais curados
e ndo curados. Ja no grupo dos animais tratados com o ITZ oral associado ao topico,
0 tempo de tratamento foi estatisticamente menor entre os animais curados. Na
comparacao do tempo de tratamento entre os animais curados nos dois tratamentos,

o0 tempo de tratamento foi estatisticamente menor (p<0,05) no grupo de ITZ oral
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associado ao topico. Esses resultados nos mostram quao positiva foi a associacdo da
formulacéo topica, uma vez que o farmaco foi entregue em quantidade adequada no
sitio de infeccdo (FEDERICO et al., 2017), propiciando uma redugdo no tempo de
tratamento.

A reducéo do tempo de tratamento pode aumentar a adesao, visto ser o tratamento
longo uma das principais causas de abandono (LLORET et al., 2013; GREMIAO et al.,
2020). Este resultado também pode ajudar a explicar o menor indice de Obitos
observado no grupo de animais tratados com a associacdo. Com a reducao do tempo
de tratamento, o animal fica menos susceptivel a desenvolver reacdes adversas

graves ao ITZ, que podem comprometer sua sobrevida.

Tabela 10: Avaliagcéo dos indices de cura e 6bitos resultantes do tratamento de felinos infectados

com esporotricose e tratados com o itraconazol oral associado ou ndo ao tratamento topico.

_ Itraconazol oral apenas Itraconazol oral + tépico
Categorias : : : i
n % Média Mediana n % Média Mediana
c Nao 44 72.13% 77.84 93.00 14 73.68% 95.21 103.50
ura
Sim 17 27.87% 73.53 83.00 5 26.32% 82.60 75.00
Obit Nao 48 78.69% 83.75 93.00 18 94.74% 95.06 6.50
ito
Sim 13 21.31% 50.38 50.00 1 5.26% 35.00 35.00
Geral 61 61,00% 73,63 93,00 19 19,00% 91,89 93,00
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Figura 53: Perfil de distribuicdo do tempo de tratamento de acordo com o tipo de tratamento (oral ou

oral + tdpico) e a cura.
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6 CONCLUSAO

A partir dos estudos de pré-formulacdo e desenvolvimento foi possivel avaliar os
excipientes que mais impactavam na solubilizacdo e estabilizacdo do ITZ nas
formulagcbes. No planejamento experimental de misturas do tipo simplex lattice,
ratificamos a importancia do X1 para a solubilizagao do ITZ nas formulagdes oleosas,
confirmando que o ITZ é mais um farmaco mais hidrofébico do que lipofilico. Assim,
foi possivel obter formulagcdes oleosas com aproximadamente 90% de ITZ solubilizado
e 10% de ITZ em suspenséo. A observacao das caracteristicas anfifilicas do farmaco
viabilizou também a obtencdo de uma formulagcédo polimérica de maior viscosidade,
permitindo o tratamento de lesdes faciais com pequeno risco de escorrer e atingir 0s
olhos dos felinos. Na formulacéo polimérica a presenca do X16 se mostrou essencial,
sendo possivel obter aproximadamente 100% de solubilizag&o e estabilizagédo do ITZ,
ndo sendo visivel cristais do farmaco em nenhuma das técnicas microscépicas
utilizadas (luz polarizada e MEV). O método analitico desenvolvido (CLAE) mostrou-
se adequado para a quantificacdo do ITZ, tanto nas formulacdes poliméricas quanto
nas oleosas, apresentando seletividade e linearidade. Por fim, através dos estudos
clinicos conduzidos nos felinos infectados com esporotricose, foi possivel observar
gue a associacgao do ITZ topico propiciou um aumento na eficacia, diminuindo o tempo

de tratamento, o que diminui o custo e o risco de reacdes adversas.
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Formulacdes: S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17  S18 S19  S20
Excipientes Concentracéo (% p/p)

Itraconazol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
X1 3 6 6 6 6 6 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X2 5 5 5 5 5 5 5 5 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

X3 5 5 5 5 5 - - 5 5 5 - - 5 5 - - 5 - 5 -

X4 - - - - - - - - - - - - - - - - 4 4 - -
X5 10 10 10 15 15 15 10 10 20 15 20 20 20 20 25 25 18 20 18 20

X7 5 9 6 6 6 6 6 6 1 5 5 5 3 2 3 2 3 3 3 3
X8 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 26 29 26 29

X9 20 - - 5 12 17 18 10 - 1 2 1 - - - - 4 4 8 8

X13 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 8 8 8 8 7 7 7 7
X14 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
X15 - - - 7 - - - - - - - - - - - - - - - -
X16 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X19 - - - - - - - 3 3 3 2 3 3 4 3 4 3 3 3 3
X20 9 5 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 7 7 7 7
X21 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X23 - 17 17 - - - - - - - - - - - - - - - - -

X24
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Formulac¢fes: S21 S22 S23 S24 S25 S26 S27 S28 S29 S30 S31 S32 S33 S34 S35 S36  S37 S38 S39 S40
Excipientes
Itraconazol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

X1 12 15 13 18 10 10 18 10 13 15 13 15 10 10 10 10 10 10 10 15
X2 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X3 5 - 5 - 5 5 - 5 5 3 5 3 3 3 3 3 5 5 5 -
X4 - - 3 2 - 3 2 - 2 2 - - - - - - - - - 2
X5 20 23 20 23 21 21 16 16 16 16 16 16 26 26 26 26 24 24 24 16
X7 3 2 - - 3 - - 3 - - 2 2 2 2 - - 2 2 - -
X8 33 33 33 33 35 35 40 40 40 40 40 40 35 36 37 38 35 36 37 40
X9 - - - 2 - - 2 - 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5
X10 - - - - - - - - - - - - 3 3 3 3 3 3 3 3
X13 5 5 5 3 5 5 3 5 3 3 3 3 - - - - - - - -
X14 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
X19 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 1 - 1 - 1 1
X20 7 7 7 5 7 7 5 7 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
X22 - - - - -
X24 - - 0,02 0,02 0,02 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 0,02 0,02
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ANEXO 1- Formulacdes

Formulagcbes: S41 S42 S43 S44 S45 S46 S47 S48 S49 S50 S51 S52 S53 Sb4 S55 S56  S57  S58  S61  S62

Excipientes
Itraconazol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
X1 15 10 12 14 16 18 20 16 18 20 15 15 15 15 18 15 1725 18 16,5 15,8
X2 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 6 8 6 8 6 8 8 8 8 8
X3 - 5 5 5 5 5 5 - - - 5 3 5 3 - - - - - -
X4 2 - - - - - - 2 2 2 - - - - 2 2 2 2 2 2
X5 16 24 23 21 19 17 15 16 16 16 20 20 20 20 20 16 16 16 16 16
X6 - - - - - - - - - - - - 05 05 05 55 325 25 4 4,75
X8 41 38 35 35 35 35 35 40 38 36 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
X9 5 2 4 4 4 4 4 5 5 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
X10 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
X13 - - - - - - - - - - 05 05 - - - - - - - -
X14 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
X18 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X19 - - - - - - - - - - 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05
X20 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

X24 0,02 0,02 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 0,02 0,02
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Formulacbes: S65 S66 S67 S68 S69 S70 S72 S73 S74 S78 S79 S80 S81 S82 S83 S84 S85 S86 S87 S88
Excipientes
Itraconazol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
X1 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
X2 8 8 8 8 8 8 8 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6
X3 3 3 5 5 5 5 5 5 - 5 5 5 - 5 - 5 - 5 - -
X4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X5 20 20,48 15,48 1548 1548 15 10 5 5 5 5 5 5 3 8 3 8 4 9 4
X6 15 5 7 6,5 7 7 7 5 5 5 5 7 7 5 5 2 2 4 4 9
X8 40 40 40 40 40 40 30 25,48 30,48 25,48 21,48 25,48 30,48 30 30 31,98 31,98 30 30 30
X9 2 1 1 1 1 1 - - - - - - 1 1 1 1 1 1 1
X10 - 2 1 1 1 1 1 - - - - - - - - - - - -
X11 0,5 - - - - - 15 30 30 27 27 23 23 10 10 10 10 6 6 6
X12 - - - - - - - - - 3 7 5 5 7 7 10 10 15 15 15
X13 - - - - - - - - - - - - - - - -
X14 2 - 1 1 1 1 1 3 3 3 3 3 3 5 5 5 5 3 3 3
X16 - - - - 05 05 - - - - - - - 7 7 5 5 5 5 5
X17 - - - - - - - - - - - - - -
X19 05 05 05 05 - 05 05 05 05 05 05 05 05 - - - -
X20 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
X21 - - - 0,5 - - - - - - - - - - - - - - - -
X24 0,02 0,02 0,02 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 0,02 0,02 0,02
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ANEXO 1- Formulagbes

Formulagbes: S89 S90 S91 S92 S93 S94 S95 S96 S97 S98 S99 S100 S101 S102 S103 S104 S105 S106 S107 S108

Excipientes

Itraconazol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
X1 12 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 10 2 10 4 4
X2 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 8 8 8 8 - 8 - -
X3 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 3 5 5 5
X4 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X5 4 4 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 10 7 7 7 - 7 - -
X6 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 - 5 5 0 - - -
X8 30 30 31,98 29,98 29,98 29,98 29,98 29,98 29,98 29,98 29,98 30 30 29,73 29,75 30 30 24 30 35
X9 1 - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - -
X11 6 6 6 6 6 6 6 6 4 6 6 - 20 5 3 - - - - -
X12 15 15 15 12 12 105 11 9,5 13 11,3 115 21 - 7 11 14 14 20 30 30
X13 - - - 3 - 3 3 3 3 3 3 - - - - - - - -
X14 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 5 5 3 - - - - -
X15 - - - - - - - - - - - - - - - - -
X16 7 7 6 7 7 7 7 7 7 7 7 7 - 7 7 20 50 20 30 25
X17 - - - - 3 1,5 1 05 05 05 05 05 - 025 025 - - - - -
X18 - - - - - - - 2 0,5 0,2 - 0,5 - - - - - - - -
X19 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X20 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 - 5 - -

X24 0,02 0,02 002 0,02 0,02 002 002 002 002 0,02 0,02 - - 0,02 - - - - - -




ANEXO 1- Formulacdes

Formulacfes:

S109 S110 S111 S112 S113 S114 S115 S116 S117 S118 S119 S120 S121

Excipientes

Itraconazol
X1
X2
X3
X4
X5
X6
X7
X8
X9

X10
X11
X12
X13
X14
X15
X16
X17
X18
X19
X20
X21
X22
X23
X24

g w o

35

g o o1

31,98 31,98 31,98 31,98 31,98 31,98 31,98 31,98

10

7,5

5

15

12,5

0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
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ANEXO 2: Protocolo CEUA: 24/2020
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ANEXO 3- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Estudo
da eficiéncia do tratamento e acompanhamento gratuito dos casos felinos como uma medida
de combate a esporotricose” conduzido pela Escola de Veterinaria da UFMG em parceria com
a Faculdade de Farmacia da UFMG, sob coordenacdo da professora Dra. Camila Stefanie Fonseca
de Oliveira (professora adjunta de Saude Publica Veterinaria) e subcoordenagdo da professora
Dra. Gisele Assis Castro Goulart (professora associada do Departamento de Produtos
Farmacéuticos). Pedimos a sua autorizacdo para a coleta, o depdsito, 0 armazenamento, a
utilizacdo e descarte de suabes e imprint em lamina dos animais. A utilizacdo do material
bioldgico de seu animal esta vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar
em outros futuros. Nesta pesquisa pretendemos verificar a eficadcia do acompanhamento e
tratamento gratuito da esporotricose felina como uma medida de combate a esporotricose
zoonotica em Belo Horizonte. Para esta pesquisa adotaremos 0s seguintes procedimentos: realizar
0 teste para esporotricose no animal em clinica veterinaria, coletando suabes ou imprint em
lamina, seguido de fornecimento de medicamentos para os animais com diagndstico positivo,
acompanhamento clinico periddico do animal e coleta de dados a respeito do tratamento. Os riscos
envolvidos na pesquisa consistem em: aumento do estresse pela contenc¢éo durante as consultas
com os Médicos Veterinarios; Diagndstico falso-negativo; Diagnostico falso-positivo; Auséncia
de resposta ao tratamento de escolha com itraconazol na dosagem de 100 mg/kg; Reacdo alérgica
ao itraconazol; Efeitos colaterais do tratamento com o itraconazol na dosagem de 100 mg/kg;
Abandono do tratamento pelo tutor. Os riscos para 0s tutores dos animais incluidos no estudo
consistem em: Fuga de gato durante o transporte até o local das consultas; Desconforto ou
exposicdo vexatoria durante a anamnese no acompanhamento da consulta com o Médico
Veterinario; Contaminacdo com o fungo durante o fornecimento do tratamento ou manejo do
animal positivo. A pesquisa contribuira para tratamento dos animais doentes, diagnostico e
prevencdo das pessoas em relacdo a esporotricose, educagdo das pessoas a respeito da saude
animal, humana e a esporotricose.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. O Sr. (a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer
prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagdo do material biolégico e dados
armazenados, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagdo desta. A sua participagdo é
voluntéria, e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na forma
em que o Sr. (a) € atendido (a) pelo pesquisador, que tratard a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material bioldgico,
estardo a sua disposic¢do quando finalizada. Seu nome ou o0 material que indique sua participacao
ndo sera liberado sem a sua permissdo. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
serd arquivada pelo pesquisador responsavel, no Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da UFMG, e a outra serd fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5
(cinco) anos (ou até 10 (dez) anos) no LAMICO da Faculdade de Medicina Veterinaria da
UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacéo brasileira (Resolugfes N° 466/12; 441/11
e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Salde e suas complementares), utilizando as
informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios
da pesquisa “Estudo da eficiéncia do tratamento e acompanhamento gratuito dos casos
felinos como uma medida de combate a esporotricose”, de maneira clara e detalhada e esclareci
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minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informac@es e modificar
minha decisao de participar se assim o desejar.

() Concordo que o material bioldgico de meu animal seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o material bioldgico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e
esclarecido gque expligue para que sera utilizado o material.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo

de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a
oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas davidas.

Nome completo do participante Data
Telefone de contato:

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Camila Stefanie Fonseca de Oliveira
Escola de Veterinaria da UFMG, Campus Pampulha / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 3409-2090 / (31) 99704-6563

E-mail: sfo.camila@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel
Data

Nome completo do Pesquisador:
E-mail:
Telefone de contato:

Assinatura do pesquisador (mestrando, doutorando)
Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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Fic

ha de Acompanhamento Clinico de Gato com Esporotricose

| 1D n®

Data: __/__{

1. Nome do animal 2. Raga

3. sexo

4. Castrado? 5. Idade

Resenha

6. Pelagem

7. Apresenta acesso a rua?

8. Vacinagao (data estimada e tipos)

9. Desverminagao (data estimada)

10. Nome
-
‘1_5 11. Enderego
12. Contato (telefone e e-mail caso possua)
13. Cultura Micoldgica 14. Data de Coleta 15. Data do resultado
Resultado: ! ! ! /
16. Citopatologia 17. Data de Coleta 18. Data do resultado
_ | Resultado: / / ! /
§ 19. outros exames solicitados ao tutor
£
=
=
k]
|
20. Temperatura (°C) [21. Peso (Kg) 22, Freq cardiaca (bpm) | 23. Freq respiratoria (rpm)
24. Nos desenhos abaixo marque o local e tipo de lesdes cutaneas observadas, canforme a legenda
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E Em caso de presenga de outro tipo de lesdo cutanea descreva-a abaixo.
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25. Sintomatologia respiratdria

26. Demais sinais clinicos observados

27. Recebe alguma medicagao atualmente? (nome, dose, etc)
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