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Resumo:

Antissepsia é o processo que visa a redução dos micro-organismos presentes nos tecidos vivos a níveis seguros por meio da 
utilização de antissépticos. Os mais utilizados são aqueles que possuem na sua composição iodóforos, clorexidina e álcool. A 
clorexidina é amplamente utilizada e recomendada como antisséptico de uso tópico. Entretanto relatos de resistência a este 
antisséptico vem se tornando cada vez mais comuns, sendo necessárias estratégias para maximizar seu efeito ou 
desenvolvimento de novas formulações para reduzir a resistência adquirida das bactérias. Nanoformulações são uma 
alternativa as formulações convencionais de antissépticos já que é possível desenvolver formulações nanoestruturadas com 
efeito microbicida ou microstático. Por estas razões, buscou-se sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito antisséptico e residual 
de nanoemulsão de base aquosa de clorexidina a 0,25% (NM-Cl). Foi testado o efeito antisséptico da NM-Cl mediante ensaios 
in vitro e in vivo. A NM-Cl apresentou características físico-químicas adequadas para uma nanoemulsão e no estudo pela 
técnica de microdiluição foi constatado o efeito antisséptico da formulação, apresentando o melhor efeito dentre as soluções 
testadas. No estudo in vivo ambas as formulações apresentaram redução na contagem de unidades formadoras de colônias 
(UFC) após a realização da antissepsia na pele dos ratos. Como não foi verificada diferença de intensidade da ação entre as 
formulações durante os diferentes tempos da fase experimental, demonstramos o poder da nanoemulsão de clorexidina como 
antisséptico. A formulação de NM-Cl apresentou resultados satisfatórios tanto in vitro quanto in vivo, com concentrações 
mais baixas de clorexidina que a do produto comercial recomendado para antissepsia pré-cirúrgica. Com isso, temos uma 
formulação nanoestruturada com características físico-químicas adequadas, efeito antisséptico e residual superiores in vitro e 
similares in vivo, evidenciando uma formulação alternativa a dos produtos comerciais. Devido a diferenças no mecanismo de 
ação, é uma formulação que pode evadir a resistência bacteriana à Clorexidina na formulação livre, sendo uma alternativa 
viável e potencialmente mais barata pois apresentou mesmo efeito em menor concentração.
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WAND; SUTTON, 2016). Novas formulações de agentes biocidas e antibióticos são 
necessárias para acompanhar a resistência adquirida das bactérias aos produtos (SEIL, 
WEBSTER, 2012). Macias (2013) ressalta que ainda não está disponível um antisséptico que 
seja ideal, portanto formulações nanoestruturadas com efeito bactericida ou bacteriostático 
são uma alternativa viável aos antissépticos já consolidados (SEIL; WEBSTER, 2012; 
SAGAVE et al., 2015).  

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma formulação nanoestruturada 
de clorexidina como alternativa a formulação de clorexidina, que vem apresentando relatos de 
resistência devido ao amplo uso. A Nanoemulsão de Clorexidina a 0,25% (NM-Cl) foi 
caracterizada e foi avaliado os efeitos antisséptico e antisséptico residual. Os resultados deste 
estudo trazem uma formulação viável e que poderia ser uma alternativa de antisséptico a ser 
utilizada na rotina. 

 
METODOLOGIA  
 

Para a realização do projeto foram utilizados gluconato de clorexidina sintetizada em 
nanoemulsão 0,25% (2,5mg/mL), solução alcoólica de clorexidine 0,5%, meios de cultura e 
sangue de carneiro desfibrinado utilizado para o agar sangue. O estudo em vivo foi realizado 
em 20 ratos machos, Rattus novergicus albinus, da linhagem Wistar. Os animais foram 
mantidos no biotério da Unipampa até a realização do estudo. Esta pesquisa teve aprovação 
do Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), 
protocolo nº 44/2017. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Foram testadas cepas 
de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase frente às formulações de clorexidina para avaliar o perfil de 
susceptibiliade. Utilizou-se o método de microdiluição em caldo, segundo o protocolo M100-
S25 do CLSI (CLSI, 2015). Os testes foram realizados através de diluição seriada das 
formulações de clorexidine com molécula livre e nanoemulsão de clorexidine. Foi realizada 
triplicata de todos os testes incluindo os controles positivo e negativo. A Concentração 
Inibitória Mínima foi considerada como a menor concentração capaz de inibir 100% do 
crescimento microbiano (CIM). O efeito residual das formulações foi avaliado em 24 horas 
para Staphylococcus epidermidis e Klebsiela pneumoniae. Foram testadas as concentrações de 
duas a quatro vezes a CIM obtida para cada micro-organismo. Os animais foram distribuidos 
em dois grupos aleatóriamente. O grupo controle constituído pelos subgrupos G1, ausência de 
antissepsia e G2, nanoemulsão sem clorexidine; e o grupo Clorexidine constituído pelos 
subgrupos G3, clorexidine solução comercial, e G4 nanoemulsão com clorexidine 
(formulação testada). Em ambiente hospitalar os animais foram submetidos à anestesia 
inalatória para a realização das coletas. Foi feita tricotomia ampla na região dorsal dos 
animais. A antissepsia foi realizada de forma padronizada em sentido cranial-caudal com 
gazes embebidas em 3,5mL (cada) da solução a ser testada. A coleta foi realizada nos 
antímeros esquerdo e direito respectivamente com swab embebido em solução fisiológica 
0,9%. Foram estipulados cinco tempos de coleta de amostras, sendo T0 - antes da realização 
da antissepsia; T1 - logo após a realização da antissepsia; T2 - 60 minutos após; T3- 120 
minutos após e T4 - 180 minutos após. Os swabs foram semeados em placas contendo ágar 
sangue e incubados em estufas bacteriológicas a 37ºC por 24 horas em aerobiose. As unidades 
formadoras de colônia foram realizadas de forma manual conforme a metodologia utilizada 
por DAVIDS et al. (2005). Foi feita análise analítica para verificar a diferença de ação 
antisséptica entre os subgrupos G1, G2, G3 e G4 dos grupos controle e clorexidine.  
 
 
 



Anais do 10º SALÃO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSÃO - SIEPE 
Universidade Federal do Pampa � Santana do Livramento, 6 a 8 de novembro de 2018 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  
  

O uso de nanoestruturas contendo clorexidina, em comparação a clorexidina comercial 
apresentou atividade inibitória maior quando comparamos a média geométrica para as 
bactérias Gram positivas e Gram negativas (P<0.05). As CIM das bactérias foram inferiores 
frente a formulação com a NM-Cl, evidenciando uma melhor ação da nanoformulação e as 
bactérias Gram positivas foram mais sensíveis que as Gram negativas frente as duas 
formulações. Dentre as bactérias Gram negativas, a Escherichia coli apresentou maior 
sensibilidade que a Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC). Quando testada frente à 
formulação convencional foi a bactéria Gram negativa mais sensível, entretanto sua CIM foi 
maior que a das bactérias Gram positivas. A KPC foi a bactéria mais resistente frente às 
formulações, entretanto o Staphylococcus aureus foi a bactéria Gram positiva com maior CIM 
frente as formulações testadas e quando testada frente a formulação nanoestruturada 
apresentou maior resistência que a Escherichia coli que é uma bactéria Gram negativa. O 
Staphylococcus aureus é uma das principais bactérias envolvidas na instalação de processos 
infecciosos no pós-operatório. O presente estudo teve como achado que a nanoemulsão teve 
melhor efeito que a formulação com a molécula livre frente a bactérias Gram positivas e 
corrobora com o estudo supracitado, mesmo se tratando de formulações diferentes. Ambas as 
formulações apresentaram redução na contagem de UFC após a realização da antissepsia na 
pele dos ratos (T1) (p < 0,0001) e como não foi verificada diferença de intensidade da ação 
entre as formulações durante os diferentes tempos, demonstramos o poder da nanoemulsão de 
clorexidina como antisséptico (p > 0,05). Como a NM-Cl foi capaz de reduzir a contagem 
bacteriana após a antissepsia da mesma forma que a SC-Cl, podemos inferir que a ação da 
formulação a base de nanoestruturas é similar a da SC-Cl. Com isso, demonstramos o efeito 
antisséptico de uma formulação com menor concentração que teve efeito similar a de uma já 
consolidada e utilizada mundialmente.  

 
CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 
A nova formulação de NM-Cl apresentou resultados satisfatórios tanto in vitro quanto 

in vivo, com concentrações mais baixas de clorexidina que a do produto comercial 
recomendado para antissepsia pré-cirúrgica. Com isso, temos uma formulação 
nanoestruturada com características físico-químicas adequadas, efeito antisséptico e residual 
superiores in vitro e similares in vivo, evidenciando uma formulação alternativa a dos 
produtos comerciais. Devido a diferenças no mecanismo de ação, é uma formulação 
alternativa que pode evadir a resistência bacteriana a Clorexidina na formulação livre, sendo 
uma alternativa viável e potencialmente mais barata, pois apresentou mesmo efeito em menor 
concentração. Estudos farmacológicos futuros avaliando diferentes concentrações de 
clorexidina em diferentes formulações nanoestruturadas, avaliando mecanismos de penetração 
e potenciais de toxicidade das formulações em células cutâneas quando do uso tópico deverão 
ser conduzidos. 
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