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ESTABILIDADE E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE NANOEMULSAO
CONTENDO OLEO DE GERANIO INCORPORADA EM HIDROGEL!

STABILITY AND ANTIFUNGAL ACTIVITY OF NANOEMULSIONS CONTAINING
GERANIUM OIL INCORPORATED INTO HYDROGEL
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RESUMO

O oleo de geranio possui como constituintes majoritarios o citronelol e geraniol, responsaveis por possiveis
atividades antibacterianas e antifingicas. O objetivo deste estudo foi desenvolver um hidrogel contendo na-
noemulsdo de 6leo de geranio (HNEG) e verificar sua estabilidade acelerada e atividade antifiingica frente a
espécies de Candida spp. Foram realizados testes de estabilidade acelerada em diferentes condigdes do HNEG,
sendo avaliados a viscosidade, pH e atividade antifiingica. Os resultados demonstraram inicialmente que a
nanoemulsdo de geranio (NEG) apresentou um tamanho de particula de 160 nm, indice de polidispersao de
0,149, potencial zeta de -10 mV e pH de 5,5. Nos testes de estabilidade acelerada verificou-se que os HNEG
permaneceram estaveis quando submetidos as temperaturas de 4°C e 25°C. Evidenciou-se que a HNEG apre-
sentou atividade antifungica similar a observada para a NEG para as espécies de Candida albicans, Candida
glabrata e Candida tropicalis.
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ABSTRACT

The major constituents of geranium oil (Pelargonium graveolens) are citronellol and geraniol, which are
responsible for possible antibacterial and antifungal activities. The objective of this study was to develop a
hydrogel containing nanoemulsions of geranium oil (HNEG) and check its accelerated stability and antifungal
activity against Candida species. Accelerated stability tests were performed in different conditions of HNEG,
being the following criteria evaluated: viscosity, pH and antifungal activity. The results revealed that initially
these nanoemulsions containing geranium oil (NEG) showed particle size of 160 nm, polydispersity index of
0.149, zeta potential of -10 mV and pH of 5.5. In accelerated stability tests, it was found that the HNEG levels
remained stable when subjected to temperatures of 4°C and 25°C. It was also noticed that HNEG showed an
antifungal activity similar to the one observed in NEG for species of Candida albicans, Candida glabrata and
Candida tropicalis.
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INTRODUCAO

As infec¢des causadas por espécies de Candida tornaram-se cada vez mais frequentes em
nosso meio, e o0 aumento da resisténcia a antifingicos alerta para a necessidade da produ¢@o de métodos
alternativos eficazes e capazes de controlar esse fungo oportunista. Os farmacos antifingicos dispo-
niveis no mercado, além de ocasionarem efeitos secundarios indesejaveis, demonstram ser ineficazes
para o tratamento de novos fungos ou conduzir ao surgimento rapido de resisténcia (GRAYBILL, 1988;
LAW etal., 1994; VANDEN BOSSCHE et al., 1994).

Diante disso, inimeras pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de aumentar o conhe-
cimento sobre as atividades biologicas de 6leos essenciais. Estes sdo compostos complexos, detentores
de diversas propriedades, a destacar: atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana, antiviral, larvicida,
relaxante e vermifuga (HALCON; MILKUS, 2004; LIMA et al., 2006). O 6leo de Pelargonium
graveolens, mais conhecido como 6leo de geranio, ¢ atoxico, ndo irritante, geralmente nao sensibilizante e
possuidor de um forte efeito antimicrobiano, devido a seus compostos majoritarios, o citronelol e o gera-
niol. Alguns estudos ja demonstraram sua atividade antifingica (GIONGO et al., 2015) e devido a isso,
o 6leo de geranio torna-se uma alternativa de extrema significancia contra as espécies mais isoladas de
Candida em nosso meio: Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata (LIS-BALCHIN;
PETER, 2004; PASSOS et al., 2005; SHAWL et al., 2006; VERMA et al., 2011).

As nanoemulsdes se apresentam como uma 6tima escolha para inclusdo de compostos ativos
(CORREA et al., 2005). Ademais, podem ser utilizadas em todas as vias de administragdo e mos-
tram-se bastante vantajosas para aplicagao tdpica, apresentando baixa irritabilidade e alta penetragao
de farmacos e ativos, principalmente, com caracteristicas lipofilicas (devido a sua similaridade aos
tecidos naturais) (MOU et al., 2008; PEPPAS et al., 2000).

Neste contexto, o desenvolvimento de nanoemulsao contendo 6leo de geranio aparece como
uma estratégia e sua incorporacao em hidrogel torna-se interessante. Estes sistemas sdo mais eficien-
tes para aplicacao topica, ja que apresentam um elevado teor de 4gua, nao deixando aspecto gordu-
roso sobre a pele e facilitando a aceitagao por parte do usuario. Com relagao aos fatos mencionados,
o objetivo deste estudo foi desenvolver um hidrogel contendo nanoemulsido de 6leo de geranio e

verificar sua atividade antifungica frente a espécies de Candida.
MATERIAL E METODOS

AQUISICAO E ANALISE DO OLEO DE GERANIO

O ¢6leo de geranio (GO) foi oriundo da Sigma-Aldrich Co (Sao Paulo, Brasil), bem como

o Tween 80® ¢ Span 80®. O Carbopol® foi adquirido da empresa Henrifarma. As analises do GO
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foram realizadas por GC-MS em um Sistema XL GC-MS Agilent Technologies Autosystem, ope-
rando no modo El a 70 eV, equipado com um injetor de separagao/splitless (250°C). A temperatura
da linha de transferéncia foi de 280°C. Hélio foi usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo de
1,5 ml/min. As colunas capilares utilizadas foram a SMS HP (30m x 0,25 mm; espessura do filme
0,25 milimetros) e a Innowax HP (30 m x 0,32 id, espessura do filme 0,50 mm). O programa de
temperatura foi o mesmo que o utilizado para as analises de Cromatografia Gasosa (CG). O volume

injetado foi de 1 ul de 6leo de geranio.
PREPARACAO E CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO

Nanoemulsoes contendo 6leo de geranio (NEG) foram obtidas apos a inversdo da fase orga-
nica (5% de o6leo de geranio e 2% de Tween® e acetona) na fase aquosa (2% Span 80® e agua purifi-
cada) sob agitacdo. Apos, foi utilizado o rota-evaporador para a retirada do solvente. A nanoemulsao,
contendo 6leo de geranio, foi chamada de NEG. Como controle, foram realizadas nanoemulsdes sem
o0 0leo de geranio (NEB). A caracterizagao das formulagdes foi realizada a partir da analise através de
espalhamento de luz dindmico (espectroscopia de correlacdo de fotons, PCS) para determinar o dia-
metro médio das particulas e indice de polidispersao (PDI). As medi¢des foram realizadas a tempera-
tura ambiente, através da média de trés repeticoes. O potencial zeta foi obtido através de eletroforese
(Zetasizer® Nanoseries, Malvern Instruments). Essa determinagdo foi realizada apos diluigdo de
500 vezes (v/v) das suspensdes de nanoemulsdes em solu¢do de NaCl 10 mM previamente filtrada
através de membrana com 0,45 um. Os resultados foram obtidos através da média de trés determina-

¢oes. O pH foi avaliado através do uso do potencidmetro calibrado (DM-22, Digimed).
PREPARO DOS HIDROGEIS

Foram desenvolvidos hidrogéis contendo as NEG, denominados HNEG. Para isso, foi utiliza-
do 1 g de Carbopol®, 0,3 g de metilparabeno e g.s.p das nanoemulsdes. Apds a homogeneizagao, foi
adicionado o propilenoglicol, que atuou como agente umectante. A viscosidade do gel foi adquirida
utilizando-se trietanolamina. O controle foi realizado através da producdo de hidrogel contendo a
NEB, este foi denominado HNEB. As formulag¢des foram colocadas em embalagens (30 g) de plasti-

co ndo transparente, semelhantes as usadas para comercializagdo dos produtos.
ESTABILIDADE ACELERADA

O teste emprega condigdes extremas e serve como auxiliar na determinagdo da estabilidade da

formulacao (ANVISA, 2004). Os parametros analisados para cada amostra foram: aspecto, caracte-
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risticas organolépticas (cor, odor), pH e viscosidade. As amostras foram armazenadas sob diferentes

temperaturas (4 + 2°C, 25 + 2°C e 45 + 2°C) e analisadas no 1° dia, 7° dia, 15° dia, 30° dia e 60° dia.
DETERMINACAO DO pH

Este ensaio foi realizado através do pHmetro modelo mPA - 210, inserindo o eletrodo dire-
tamente na dilui¢do aquosa 1:10 das amostras. As leituras foram realizadas em triplicatas para cada

amostra estudada.
VISCOSIDADE

As determinagdes foram realizadas a partir de um viscosimetro rotacional Brookfield vis-
cometer modelo RVDV - I Prime, série nimero 8543360, spindle 16. Foi utilizado 5 g de cada
amostra, tendo como principio a velocidade de rotagdo de eixos imersos na amostra. Os valores de
velocidades de rotagdo do spindle empregados foram: 0,5, 1,0, 2,0, 2,5, 4,0, 5,0, 6,0, 10, 20, 50,
100 rpm. As amostras, em diferentes condigdes de armazenamento foram analisadas e os resultados

corresponderam a média de trés determinagoes.
INATIVACAO DO CONSERVANTE NAS FORMULACOES

Para a realiza¢ao dos ensaios de atividade antifingica foi necessario efetuar a inativagao
do sistema conservante, pois os constituintes da formulagdo podem interferir na difusdo do ativo
na placa. Em cada uma das formulagdes adicionou-se polissorbato 80 a 1%, pois as mesmas con-
tinham o conservante metilparabeno. A inibicao do conservante ¢ fundamental para que este nao

atue sobre o microrganismo.
DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS HNEG

Em placas contendo o meio 4gar Muller Hinton enriquecido com 10% de glicose, foram semea-
das de maneira uniforme Candida tropicalis ATCC 66029, Candida albicans ATCC 14053 e Candida
glabrata ATCC 66032 segundo preconizado pelo protocolo M44-A2 do CLSI (2008) com modificacdes.

Suspensdes foram previamente preparadas com turvagdo de 0,5 na escala McFarland para
cada espécie de Candida. Foram confeccionados orificios em cada placa com a parte traseira de
ponteiras estéreis. O centro foi retirado, de forma que ficou aparente um orificio e os locais foram
preenchidos com as amostras com o auxilio de uma seringa estéril sem agulha da marca BD®. Em
cada orificio foi adicionado 0,2 ml (0,2 g) do GO, NEG e HNEG, bem como os respectivos controles,
DMSO, NEB e HNEB. Como controle positivo utilizou-se discos de anfotericina B de 50 pg.
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As placas foram incubadas em estufa (Olidef CZ®) hermeticamente fechadas e mantidas a 37°C
por 24 horas. Transcorrido esse periodo, foi realizada a leitura dos halos de inibicao das placas em

milimetros.
ANALISE ESTATISTICA

Todos os testes foram executados em triplicata e os resultados apresentados como o valor da
média + desvio padrdo. A analise estatistica dos dados foi realizada com ANOVA de uma via seguida

pelo teste de Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias derivadas de plantas podem ser usadas para o tratamento de uma gama de
doencas, porém esse potencial para criagdo de novos farmacos ainda € pouco explorado. Rates (2001)
afirma que apenas uma pequena parcela de plantas tem seus componentes farmacologicos estudados.
Portanto, torna-se fundamental a pesquisa por componentes com potencial terapéutico.

Dentro dessa concepgao, os 0leos essenciais acabam sendo escolhidos por apresentar proprie-

dades farmacologicas fundamentais como, antifungica, antibacteriana e anti-helmintica (BAKKALI

et al., 2008; BARROS et al., 2010; SOUZA et al., 2008).

CARACTERIZACAO DO OLEO

O oleo de Geranio (GO) foi caracterizado por CG-MS e os constituintes majoritarios encon-
tram-se representados na tabela 1. Os constituintes majoritarios do GO foram o citronelol (17,75%)
e o geraniol (14,73%). Sabe-se que a composi¢ao quimica dos dleos essenciais depende de varios
fatores, incluindo as condigdes climaticas, a localizagdo geografica e a fertilidade do solo do local de
cultivo das plantas (OLADIMEIJI, 2001).

CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

As nanoemulsdes preparadas foram avaliadas quanto as suas propriedades fisico-quimicas.
A caracterizacdo das nanoemulsdes foi realizada em triplicata e os resultados sdo apresentados na tabela 2.
A nanoemulsao contendo 6leo de geranio (NEG) mostrou didametro de particula de cerca de 160 nm.
Os valores encontrados para o indice de polidispersao indicam que NEG tem uma melhor distribui¢ao das

gotas, porque o valor foi de 0,149. Tanto a NEG quanto a NEB apresentaram caracteristicas nanométricas.
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Tabela 1 - Composi¢ao quimica do 6leo de geranio.

Componente % (relativa) R,

Linalool 0.727 6.773
cis-Rose oxide 0.678 6.913

cis Rose oxide 0.335 7.103
a-Citronellal 0.104 7.328
Isomenthone 2.118 7.459
Menthone 2478 7.561
L-(-)-Menthol 0.119 7.801
Citronellol 17.747 8.065
cis-Citral 0.381 8.223
Geraniol 14.73 8.309
Isogeraniol 0.138 8.418
Citronellyl formate 5.966 8.512
Geraniol formate 3.825 8.757

cis Rose oxide 0.241 9.093
(6E)-2,6-Dimethyl-2,6-octadiene 0.563 9.208
a-Cubebene 0.155 9.332
(+)-Ledene 0.634 10.669
Citronellyl butyrate 0.628 10.749
(-)-a-Cadinene 0.978 10.833
(-)-Calamenene 0.576 10.883
Cubenol 0.55 11.675
10-epi-y-Eudesmol 9.519 11.775
Cubenol 1.169 11.851
2-(3-Isopropyl-4-methyl-pent-3-en-1-ynyl)- 0.561 11.901

2-methyl-cyclobutanone

y-Eudesmol 0.389 11.935

% relativa > 0.05%, R (tempo de reten¢do) (min)

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes do 6leo de geranio.

Formulag¢io Diametro da particula (nm) Indice de polidispersio Potencial Zeta (mV) pH
NEG 160 + 0,025 0,149 + 0,009 - 10,0+ 0,02 5,5+0,03
NEB 130 +2,2 0,12+ 0,03 - 10,0 £0,03 6,2+0,2

Formulagdes nanoestruturadas com tamanho igual ou inferior a 200 nm apresentam-se cinetica-
mente mais estaveis, tendo sua separacao de fases dificultada pelo movimento Browniano do sistema,
capaz de exceder a taxa de segregacao induzida pela gravidade (ANTON; VANDAMME, 2011). O tama-
nho médio obtido, ainda, ¢ um fator extremamente importante que garante a incorporac¢do de principios
ativos em concentragdes reduzidas permitindo um aumento da interagdo com as matrizes, garantindo tanto

uma liberagdo controlada como uma atividade maxima (WEISS et al., 2006; CHOI et al., 2009).
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O potencial zeta ¢ uma medida da grandeza da atragdo ou repulsdo eletrostatica ou das car-
gas entre particulas, fator primordial que deve ser levado em conta para que haja uma estabilidade
adequada da formulagao. Os valores obtidos nas NEG e NEB (-10mV) permitem afirmar que a carga
eletrostatica da formulacao esta relacionada a concentracao dos tensoativos utilizados. Potenciais zeta
negativos, como o obtido na NEG, podem ser consequéncia da utilizacao de tensoativos nao-i6nicos

e sao totalmente plausiveis e predisponentes de uma estabilidade satisfatoria (HSU; NACU, 2003).
PRODUCAO DOS HIDROGEIS CONTENDO NEG

Os HNEG apresentaram-se estaveis logo apds o preparo. Foi observada uma coloragdo leve-

mente leitosa para formulagdo e o odor apresentado foi caracteristico ao 6leo de geranio.
ESTABILIDADE ACELERADA DOS HIDROGEIS CONTENDO NEG
Caracteristicas organolépticas

A andlise das caracteristicas organolépticas foi realizada de maneira subjetiva, através da
confrontagdo entre amostras as quais foram submetidas a diferentes condigdes. Para a avaliacao
destas caracteristicas, observaram-se os niveis de alteracdo e estes foram classificados da seguinte
forma: (1) normal, sem alteracdo; (2) levemente separado, levemente precipitado ou levemente
turvo e (3) separado, precipitado ou turvo.

Na tabela 3 estdo representados os resultados obtidos em relagdo a aparéncia dos HNEG
quando submetidos as diferentes temperaturas. Sua aparéncia permaneceu inalterada durante quase
todo o periodo do ensaio, no entanto, a partir do sexagésimo dia foi possivel observar, nas amostras
armazenadas em estufa, que houve formacgao de grumos. Nao se observou separacao de fases ou com-

ponentes, nem formacao de precipitados.

Tabela 3 - Avaliagdo da aparéncia do hidrogel contendo a nanoemulsdo com 6leo de geranio (HNEG).

Tempo (dias) Temperatura
412°C 25+2°C $512°C
Amostras I o m I o om 1 I
0 111 1 1 1 1 1 1
7 11 1 1 1 1 1 1 1
14 P11 1 1 1 1 11
% 111 1 1 111
60 o111 11 2 2 2

1 - normal, sem alteragdo; 2 - levemente separado, levemente precipitado
ou levemente turvo; 3 - separado, precipitado ou turvo
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A tabela 4 demonstra os resultados obtidos em relacdo a cor dos HNEG quando submetidos
as diferentes temperaturas. E possivel observar que a partir do décimo quarto dia as amostras armaze-
nadas em estufa sofreram alteracdes, adquirindo coloragao amarelo-clara. Nao foram observadas em

nenhuma outra amostra, quaisquer modifica¢des pertinentes.

Tabela 4 - Avaliag¢do da cor do hidrogel contendo a nanoemulsao com 6leo de geranio (HNEG).

Temperatura
Tempo (dias)
4+2°C 25+2°C 45+2°C
Amostras I I 111 I I 111 I I I
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 1 1 1 1 1 1 2 2 2
30 1 1 1 1 1 1 2 2 2
60 1 1 1 1 1 1 2 2 2

1 - normal, sem alteragdo; 2 - levemente separado, levemente precipitado
ou levemente turvo; 3 - separado, precipitado ou turvo

O HNEG mantido nas trés temperaturas nao demonstrou nenhuma alteragao significativa no
odor (rancificagdo), permanecendo estavel e mantendo o aroma caracteristico do 6leo de geranio em

todas as amostras testadas, nas diferentes condigdes, por exatos 60 dias (Tabela 5).

Tabela S - Avaliagcdo do odor do hidrogel contendo a nanoemulsdo com 6leo de geranio (HNEG).

Temperatura
Tempo (dias)
4+2°C 25+2°C 45+2°C
Amostras 1 II 1T 1 II 11 I II II

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 1 1 1 1 1 1 1 1 1
60 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 - normal, sem alteragdo; 2 - levemente separado, levemente precipitado

ou levemente turvo; 3 - separado, precipitado ou turvo

As formulagdes foram avaliadas ao longo de 60 dias. Os resultados para o pH dos HNEG sao

apresentados conforme a figura 1.
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Figura 1 - pH dos hidrogéis contendo a nanoemulsdo com 6leo de geranio (HNEG) submetidos a 4 + 2°C (1a),
25 +£2°C (1b) e 45 + 2°C (1c) nos dias de teste. Diferencas significativas sdo observadas quando p<0,05.
Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa no pH entre os dias de teste.

Na figura 1a, observa-se que quando as formulacdes foram submetidas a temperatura de 4+ 2°C
o pH inicial no dia 0 foi de 5,5 e houve uma variacao significativa apenas apds os 60 dias do teste.
Este resultado indica que quando submetidas a temperaturas baixas a formulagdo permanece com boa
estabilidade, corroborando com os resultados da avaliacao das caracteristicas organolépticas.

A figura 1b demonstra que quando os HNEG foram submetidos a 25+ 2°C, entre o primeiro e
o sétimo dia, ndo houve diferenga significativa nos valores de pH, entretanto, a partir do 14° dia, po-
de-se observar diferenca significativa e o pH teve uma queda no seu valor, passando de 5,5 para 4,4.
Este pH manteve-se até o final do teste. A figura 1c representa os resultados da analise de pH obtidos
quando HNEG foram submetidos a temperatura de 45 + 2°C. Observa-se uma reducdo significativa
a partir do sétimo dia de teste.

Essa alteracdo pode ter sido causada por processos oxidativos decorrentes tanto dos componen-
tes da formulagdo como dos 6leos vegetais, em consequéncia das condigdes de aquecimento em fungao
do tempo de exposicao, sendo estes ultimos passiveis de sofrerem auto oxidagao ao entrarem em contato

com o oxigénio atmosférico ou altas temperaturas (LACHMAN et al., 2001; AULTON, 2005).

Viscosidade

A viscosidade pode ser definida como o atrito interno resultante do movimento de uma cama-
da de fluido em relagdo a outra. E, em outras palavras, uma resisténcia ao fluxo causada pela fric¢do
interna de um fluido (LUCAS et al., 2001). Denomina-se como cisalhamento o esfor¢co necessario
para que este fluido se movimente e, € possivel afirmar que, quanto maior a viscosidade do fluido,
maior ¢ a forga de cisalhamento (MONTEIRO, 2004).

O estudo consistiu na determinagao da viscosidade aparente do hidrogel em funcdo da variagao
da taxa de cisalhamento. Foram realizadas medi¢des do comportamento reologico dos HNEG subme-
tidos a diferentes temperaturas: 4 + 2°C (Figura 2a), 25 + 2°C (Figura 2b) e 45 + 2°C (Figura 2c).

A figura 2a demonstra que os HNEG armazenados na temperatura de 4 + 2°C apresentaram a maior
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variagdo de viscosidade registrada neste estudo, nos periodos em que foram postas forcas de cisalha-
mento entre 0,5 a 4s™!. No entanto, as outras medi¢des mantiveram-se estaveis. O HNEG submetido
a temperatura de 25 + 2°C (Figura 2b) demonstra um declinio um pouco menor na sua viscosidade,
apresentando-se mais estavel com o decorrer do aumento das forgas de cisalhamento. Por fim, na
figura 2c observa-se que ha uma alteracdo significativa na viscosidade entre as forgas de 0,5 ¢ 4s'em
relacdo aos dias testados. Como todos os HNEG testados, quando o spindle atinge a velocidade de

5 rpm, o hidrogel apresenta estabilidade no que diz respeito a sua viscosidade.

Figura 2 - Viscosidade dos hidrogéis contendo a nanoemulsdo com 6leo de geranio (HNEQG)
submetidos a 4 + 2°C (2a), 25 + 2°C (2b) e 45 + 2°C (2c¢) nos dias de teste.
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Partindo do pressuposto de que estabilidade, neste caso, seria 0 momento em que o hidrogel
ndo apresenta variacoes significativas em sua viscosidade, tornando-se constante com o passar do
tempo (DRESSLER, 2008), podemos inferir que as amostras submetidas a temperatura ambiente
apresentam a maior estabilidade entre as estudadas.

Tendo em vista os resultados obtidos, podemos enquadrar as amostras estudadas como
pertencentes ao grupo de fluidos ndo-newtonianos pseudoplasticos. Isso quer dizer que, a tensao
de cisalhamento ndo ¢ diretamente proporcional a taxa de deformacao e que a viscosidade diminui
com o aumento da tensdo (FOX; MCDONALD, 2001). Sendo assim, fluidos ndo-newtonianos
apresentam obstaculos para a determinacao de uma viscosidade bem definida.

No entanto, esse comportamento registrado ¢ totalmente conjecturado, conforme descreveram
Lionzo (2011) e Dressler (2008). Os autores observaram que, a medida que a velocidade de rotacdo do
spindle aumenta, a taxa de cisalhamento gera uma viscosidade de fluxo menor que a viscosidade inicial.

A explicagdo para este fato ¢ de que, quando se encontra em repouso, as cadeias poliméricas
do hidrogel estdo suficientemente desorganizadas, tornando o sistema mais resistente contra o fluxo.
Quando submetido ao cisalhamento, estas ditas cadeias poliméricas adquirem orientacao na dire¢ao
do fluxo, reduzindo a resisténcia entre as cadeias, culminando na redugdo da viscosidade do sistema,

conforme o aumento da velocidade do spindle (DRESSLER, 2008).

ATIVIDADE ANTIFUNGICA

As atividades antifungicas foram avaliadas seguindo instrugdes do protocolo M44-A2 do
CLSI (2008) e pode ser observada na tabela 6. Pode-se evidenciar que a HNEG apresentou atividade
antifingica similar a observada para a NEG para as espécies de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis.

Contudo, a atividade antifingica foi mais pronunciada para o GO.

Tabela 6 - Avaliac@o da atividade antifingica da NEG pura e incorporada em hidrogel.

Microrganismo GO (mm) NEG (mm) HNEG(mm) NEG (mm) HNEB (mm) Anf B (mm)

C. tropicalis

12+ 0 8+1 8+1,5 ND ND 25+ 1,06
ATCC 66029
C. albicans
16 +2,43 12+1 12+2 ND ND 28 +£1,2
ATCC 14053
C. glabrata
18 +2 13+£2 12+2 ND ND 20+0,7
ATCC 66032

ND: Nao detectado; GO: 6leo de geranio, NEG: Nanoemulsdo contendo 6leo de geranio; HNEG: Hidrogel contendo a
nanoemulsdo com 6leo de geranio; HNEB: Hidrogel contendo a nanoemulsao controle; Anf B: Anfotericina B

Conforme testes recentes realizados por Viriato (2014), o citronelol apresenta comprovada

atividade contra cepas de Candida, sendo relatada tal atividade para Candida tropicalis, Candida
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albicans, Candida dubliniensis entre outras. Sendo o citronelol o componente majoritario do 6leo de
geranio, o mesmo pode ser o responsavel pela atividade antifingica do GO, NEG e HNEG.

Recentemente, Bezerra (2015) apds a administragao de fitoconstituintes em cepas de Candida
albicans, entre eles o geraniol, obteve resultados que promoveram alteragdes na morfologia de fun-
gos, impedindo o desenvolvimento de pseudo-hifas, principal estrutura responsavel pelo fator de vi-
ruléncia do fungo. Giongo et al. (2015), também demostraram atividade antifungica de nanocapsulas
contendo GO frente a diferentes espécies de Candida.

E importante salientar que a metodologia do ensaio microbiolégico pode influenciar nos re-
sultados obtidos. Estudos utilizando pogos apresentaram diferencas em relacao a técnica de disco de
papel filtro. Sabe-se que a forma de apresentacdo do material pode interferir no perfil de resposta
(SALOMADO et al., 2007).

Em nosso estudo realizamos a inativag¢ao do sistema conservante, para que este nao interferis-
se em nossos resultados. E imprescindivel a sele¢io dos adjuvantes farmacotécnicos ideais para cada
substancia, ndo somente do ponto de vista da estabilidade, custo e aparéncia, mas principalmente em

relacdo a sua efetividade.

CONCLUSAO

Este estudo objetivou a produgdo de um hidrogel contendo nanoemulsdo de 6leo de geranio
para uma possivel aplicacdo topica contra espécies de Candida. As nanoemulsdes desenvolvidas
apresentaram caracteristicas nanométricas ¢ quando incorporadas ao hidrogel, mantiveram-se esta-
veis ao longo dos 60 dias nas temperaturas de 4 + 2°C e 25 + 2°C. A média das viscosidades obtidas
nos testes nos permite afirmar que o HNEG se comporta como um fluido ndo-newtoniano pseudo-
pléstico, sendo os resultados aceitaveis e decorrentes desse tipo de fluido.

A atividade antifiingica do composto testado frente as diferentes espécies de Candida revelou
que o HNEG apresentou similar atividade a NEG. Em virtude dos fatos mencionados conclui-se que o
HNEG produzido contendo NEG apresentou resultados satisfatorios em praticamente todos os testes
de estabilidade acelerada a que foram submetidos.

Isso permite afirmar que ¢ uma formulacgao estavel para condi¢cdes normais de armazenamen-
to e com potencial incontestavel para tratamento alternativo de micoses superficiais provocas por

Candida albicans, Candida glabrata ou Candida tropicalis.
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