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Resumo:

Antissepsia € 0 processo que visa a reducdo dos micro-organismos presentes nos tecidos vivos a niveis seguros por meio da
utilizagdo de antissépticos. Os mais utilizados sdo agqueles que possuem na sua composi¢do ioddforos, clorexidina e dcool. A
clorexidina é amplamente utilizada e recomendada como antisséptico de uso tépico. Entretanto relatos de resisténcia a este
antisséptico vem se tornando cada vez mais comuns, sendo necessarias estratégias para maximizar seu efeito ou
desenvolvimento de novas formulagcdes para reduzir a resisténcia adquirida das bactérias. Nanoformulagdes sdo uma
aternativa as formulagbes convencionais de antissépticos ja que é possivel desenvolver formulagBes nanoestruturadas com
efeito microbicida ou microstatico. Por estas razfes, buscou-se sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito antisséptico e residual
de nanoemulso de base aquosa de clorexidina a 0,25% (NM-CI). Foi testado o efeito antisséptico da NM-Cl mediante ensaios
in vitro e in vivo. A NM-Cl apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas para uma nanoemulsdo e no estudo pela
técnica de microdiluicdo foi constatado o efeito antisséptico da formulagéo, apresentando o melhor efeito dentre as soluctes
testadas. No estudo in vivo ambas as formulacdes apresentaram reducdo na contagem de unidades formadoras de colnias
(UFC) apés arealizagdo da antissepsia na pele dos ratos. Como ndo foi verificada diferenca de intensidade da acéo entre as
formulagdes durante os diferentes tempos da fase experimental, demonstramos o poder da nanoemulsdo de clorexidina como
antisséptico. A formulagdo de NM-Cl apresentou resultados satisfatérios tanto in vitro quanto in vivo, com concentragtes
mais baixas de clorexidina que a do produto comercial recomendado para antissepsia pré-cirargica. Com isso, temos uma
formulagdo nanoestruturada com caracteristicas fisico-quimicas adequadas, efeito antisséptico e residual superiores in vitro e
similares in vivo, evidenciando uma formulacdo alternativa a dos produtos comerciais. Devido a diferencas no mecanismo de
acdo, € uma formulagdo que pode evadir a resisténcia bacteriana a Clorexidina na formulagdo livre, sendo uma alternativa
viavel e potencialmente mais barata pois apresentou mesmo efeito em menor concentragao.
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NANOCAPSULAS DE CLOREXIDINE NA ANTISSEPSIA CIRURGICA

INTRODUCAO

O corpo € colonizado por uma série de micro-organismos, os que estdo na pele
constituem a microbiota cutinea e geralmente vivem em simbiose com o hospedeiro (GRICE;
SEGRE, 2011), as bactérias constituintes da microbiota cutinea sdo diferenciadas em
residentes e transitérias (ECHOLS et al., 2015). Bactérias residentes estdo localizadas
majoritariamente em camadas superficiais da epiderme e foliculos pilosos (ECHOLS et al.,
2015), normalmente ndo sdo patogénicas aos hospedeiros (FOSSUM, 2014). A microbiota
transitéria € composta por agentes adquiridos por contato, localizados em camadas
superficiais da pele (GUZEL et al., 2009; ECHOLS et al., 2015) e sdo agentes com potencial
patogénico (FOSSUM, 2014).

Infecgdes em feridas cirdrgicas desempenham um importante papel nas complicacdes
pos-operatorias da medicina veterindria com frequéncia varidvel de 0,8% a 18,1%
(FREEMAN et al., 2012). A antissepsia € parte do conceito de assepsia (SCHULZ, 2014) e
pode ser conceituada como a prevengdo da sepse por destrui¢do ou inibi¢do do crescimento de
micro-organismos em tecidos ou fluidos corporais (FOSSUM, 2014). Sua realizag¢do na pele €
indicada sempre que forem realizados procedimentos transcutdneos invasivos (SIDHWA;
ITANI, 2015). Tem como resultado a remog¢do da microbiota transitoria e de grande parte das
bactérias residentes, pois a remocdo completa dos micro-organismos € impossivel sem causar
danos a fun¢do protetora da pele (FOSSUM, 2014; SCHULZ, 2014). Esta redu¢@o diminui a
probabilidade de infec¢des causadas pela transloca¢do de bactérias da microbiota cutinea
(FOSSUM, 2014; SCHULZ, 2014; SIDHWA; ITANI, 2015).

Antissépticos sdo compostos que combatem a instalacdo de sepses pela inibicdo do
crescimento bacteriano, ndo necessariamente apresentando efeito bactericida (FOSSUM,
2014). Os mais utilizados sdo aqueles que possuem na sua composi¢do iod6foros, clorexidina
e dlcool (MACIAS, 2013; DUMVILLE et al., 2015). A clorexidina é um agente antisséptico
de amplo espectro conhecido pela sua variedade de aplicagOes, eficiéncia e seguranga no uso
sendo utilizada na preparagdo pré-operatoria para cirurgias e insercao de dispositivos
intravasculares (BOCK; WAND; SUTTON, 2016). Possui efeito residual pela ligacdo da
forma ativa com o estrato corneo da pele (LARSON et al.,, 1995), que funciona como
reservatério do antisséptico, prolongando o tempo de acdo e efeito (SOGAWA et al., 2010).
Nanocarreadores podem ser definidos como particulas farmacologicamente ativas com
capacidade de carrear farmacos (SOPPIMATH et al., 2001; CABAN et al., 2014).

As nanoemulsdes sdo dispersdes heterogéneas nas quais um liquido (fase interna) é
disperso em outro (fase externa) na forma de goticulas, estabilizadas por um filme interfacial
de surfactante usualmente em combinag¢do com moléculas cosurfactantes (SHAKEEL et al.,
2012). Relatos de casos de resisténcia intrinseca (MCDONNELL; RUSSELL, 1999) ¢
adaptativa a clorexidina vem se tornando comuns (ABUZAID; HAMOUDA; AMYES, 2012).
Isto poderia ser justificado pelo uso rotineiro do antisséptico em hospitais, permitindo um
nivel residual do produto no ambiente facilitando o estabelecimento de resisténcias (BOCK;
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WAND; SUTTON, 2016). Novas formulacdes de agentes biocidas e antibidticos sao
necessdrias para acompanhar a resisténcia adquirida das bactérias aos produtos (SEIL,
WEBSTER, 2012). Macias (2013) ressalta que ainda ndo estd disponivel um antisséptico que
seja ideal, portanto formulacdes nanoestruturadas com efeito bactericida ou bacteriostitico
sdo uma alternativa vidvel aos antissépticos ja consolidados (SEIL; WEBSTER, 2012;
SAGAVE et al., 2015).

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

METODOLOGIA

Para a realizacdo do projeto foram utilizados gluconato de clorexidina sintetizada em
nanoemulsdo 0,25% (2,5mg/mL), solu¢do alcodlica 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 realizacdo do estudo. Esta pesquisa teve aprovagdo
do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA),
protocolo n°® 44/2017. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Foram testadas cepas
de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae carbapenemase frente as formulacdes de clorexidina para avaliar o perfil de
susceptibiliade. Utilizou-se o método de microdilui¢cao em caldo, segundo o protocolo M100-
S25 do CLSI (CLSI, 2015). Os testes foram realizados através de diluicdo seriada das
formulacdes de clorexidine com molécula livre e nanoemulsdo de clorexidine. Foi realizada
triplicata de todos os testes incluindo os controles positivo e negativo. A Concentracao
Inibitéria Minima foi considerada como a menor concentragdo capaz de inibir 100% do
crescimento microbiano (CIM). O efeito residual das formulacdes foi avaliado em 24 horas
para Staphylococcus epidermidis e Klebsiela pneumoniae. Foram testadas as concentragdes de
duas a quatro vezes a CIM obtida para cada micro-organismo. Os animais foram distribuidos
em dois grupos aleatériamente. O grupo controle constituido pelos subgrupos G1, auséncia de
antissepsia e G2, nanoemulsdo sem clorexidine; e o grupo Clorexidine constituido pelos
subgrupos G3, clorexidine solu¢do comercial, e G4 nanoemulsdo com clorexidine
(formulacdo testada). Em ambiente hospitalar os animais foram submetidos a anestesia
inalatéria para a realizagdo das coletas. Foi feita tricotomia ampla na regido dorsal dos
animais. A antissepsia foi realizada de forma padronizada em sentido cranial-caudal com
gazes embebidas em 3,5mL (cada) da solugcdo a ser testada. A coleta foi realizada nos
antimeros esquerdo e direito respectivamente com swab embebido em solugdo fisioldgica
0,9%. Foram estipulados cinco tempos de coleta de amostras, sendo TO - antes da realizacdo
da antissepsia; T1 - logo apds a realizacdo da antissepsia; T2 - 60 minutos apds; T3- 120
minutos apos e T4 - 180 minutos apds. Os swabs foram semeados em placas contendo dgar
sangue e incubados em estufas bacterioldgicas a 37°C por 24 horas em aerobiose. As unidades
formadoras de colonia foram realizadas de forma manual conforme a metodologia utilizada
por DAVIDS et al. (2005). Foi feita andlise analitica para verificar a diferenca de agdo
antisséptica entre os subgrupos G1, G2, G3 e G4 dos grupos controle e clorexidine.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de nanoestruturas contendo clorexidina, em comparacdo a clorexidina comercial
apresentou atividade inibitéria 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 formulacdo com a NM-CI, evidenciando uma melhor a¢do da nanoformulacdo e as
bactérias Gram positivas foram mais sensiveis que as Gram negativas frente as duas
formulagdes. Dentre as bactérias Gram negativas, a Escherichia coli apresentou maior
sensibilidade que a Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC). Quando testada frente a
formulacdo convencional foi a bactéria Gram negativa mais sensivel, entretanto sua CIM foi
maior que a das bactérias Gram positivas. A KPC foi a bactéria mais resistente frente as
formulacdes, entretanto o Staphylococcus aureus foi a bactéria Gram positiva com maior CIM
frente as formulagOes testadas e quando testada frente a formulagdo nanoestruturada
apresentou maior resisténcia que a Escherichia coli que é uma bactéria Gram negativa. O
Staphylococcus aureus € uma das principais bactérias envolvidas na instalacdo de processos
infecciosos no pds-operatdrio. O presente estudo teve como achado que a nanoemulsdo teve
melhor efeito que a formulagdo com a molécula livre frente a bactérias Gram positivas e
corrobora com o estudo supracitado, mesmo se tratando de formulacdes diferentes. Ambas as
formulacdes apresentaram reducdo na contagem de UFC apds a realizacdo da antissepsia na
pele dos ratos (T1) (p < 0,0001) e como ndo foi verificada diferenca de intensidade da acdo
entre as formulacdes durante os diferentes tempos, demonstramos o poder da nanoemulsao de
clorexidina como antisséptico (p > 0,05). Como a NM-CI foi capaz de reduzir a contagem
bacteriana apds a antissepsia da mesma forma que a SC-CI, podemos inferir que a acdo da
formulacdo a base de nanoestruturas é similar a da SC-Cl. Com isso, demonstramos o efeito
antisséptico de uma formulacdo com menor concentragdo que teve efeito similar a de uma ja
consolidada e utilizada mundialmente.

CONSIDERACOES FINAIS

A nova formulagdo de NM-CI apresentou resultados satisfatérios tanto in vitro quanto
in vivo, com concentragdes mais baixas de clorexidina que a do produto comercial
recomendado para antissepsia pré-cirirgica. Com isso, temos uma formulacdo
nanoestruturada com caracteristicas fisico-quimicas adequadas, efeito antisséptico e residual
superiores in vitro e similares in vivo, evidenciando uma formulacdo alternativa a dos
produtos comerciais. Devido a diferencas no mecanismo de acdo, ¢ uma formulagdo
alternativa que pode evadir a resisténcia bacteriana a Clorexidina na formulacdo livre, sendo
uma alternativa vidvel e potencialmente mais barata, pois apresentou mesmo efeito em menor
concentracdo. Estudos farmacolégicos futuros avaliando diferentes concentracdes de
clorexidina em diferentes formulacdes nanoestruturadas, avaliando mecanismos de penetracao
e potenciais de toxicidade das formula¢des em células cutdneas quando do uso tépico deverdo
ser conduzidos.
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