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RESUMO

Antissepsia € o processo que visa a reducao dos micro-organismos presentes nos tecidos vivos
a niveis seguros por meio da utilizagdo de antissépticos. Os mais utilizados sdo aqueles que
possuem na sua composi¢do iodoforos, clorexidina e alcool. A clorexidina ¢ amplamente
utilizada e recomendada como antisséptico de uso topico. Entretanto relatos de resisténcia a
este antisséptico vem se tornando cada vez mais comuns, sendo necessdrias estratégias para
maximizar seu efeito ou desenvolvimento de novas formulagdes para reduzir a resisténcia
adquirida das bactérias. Nanoformulagdes sdo uma alternativa as formulagdes convencionais
de antissépticos ja que € possivel desenvolver formula¢des nanoestruturadas com efeito
microbicida ou microstatico. Por estas razdes, buscou-se sintetizar, caracterizar ¢ avaliar o
efeito antisséptico e residual de nanoemulsdo 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 caracteristicas fisico-quimicas adequadas para uma nanoemulsdo e no estudo pela
técnica de microdiluicdo foi constatado o efeito antisséptico da formulacdo, apresentando o
melhor efeito dentre as solugdes testadas. Na Kill Curve houve uma ac¢do mais lenta das
nanoemulsdes mas que foi mantida por mais tempo quando comparada a solugdo de
clorexidina com a molécula livre. O grupo de quatro vezes a CIM NM-CI foi a formulagao
com efeito mais duradouro dentre as formulacdes testadas, apresentando o efeito residual mais
intenso e que persistiu até o T6 frente as bactérias testadas. No estudo in vivo ambas as
formulagdes apresentaram reducdo na contagem de UFC ap6s a realizagdo da antissepsia na
pele dos ratos (T1) (p < 0,0001) e como ndo foi verificada diferenca de intensidade da agdo
entre as formulacdes durante os diferentes tempos, demonstramos o poder da nanoemulsao de
clorexidina como antisséptico (p > 0,05). A formulacdo de NM-CI apresentou resultados
satisfatorios tanto in vitro quanto in vivo, com concentracdes 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 formulagdo alternativa a
dos produtos comerciais. Devido a diferencas no mecanismo de agdo, ¢ uma formulacdo que
pode evadir a resisténcia bacteriana a Clorexidina na formulacado livre, sendo uma alternativa
viavel e potencialmente mais barata pois apresentou mesmo efeito em menor concentracao.

Palavras-chave: antisséptico, antissepsia, nanoformulagao.



ABSTRACT

Antisepsis is the process that results in reduction of microorganisms present in tissues by the
use of antiseptics, the more used are those which have iodophors, chlorehxidine and alcohol.
Chlorexhidine is widely used and recommended as a topical antiseptic but resistance reports
to these antiseptic are becoming common and strategies are needed either to maximize the
effect or development of new formulations to follow the mechanisms of acquired resistance of
bacteria. We have in the nanoparticles an alternative, since the development of formulations
with microbicide or microstatic effect is an option to conventional formulations with free
molecule. The aim of this study was the characterization of an 0,25% aqueous-based
chlorhexidine nanoemulsion (NM-CI) and to evaluate by in-vitro and iz vivo study its
antiseptic effect. The NM-Cl presented adequate physicochemical characteristics for a
nanoemulsion and presented antiseptic effect in the microdilution study, having the best effect
between the tested formulations. In the Kill curve study there was a slower effect of the
nanoemulsions but that was maintained for longer time when compared to chlorhexidine with
free molecule. The nanoemulsion groups four-fold of MIC were the formulations with the
most durable effect of those tested, presenting residual effect until T6 for both bacteria tested.
At the in vivo study both formulations had a reduction of the microorganisms in the skin of
the rats (p <0.0001) and as no difference of action was detected between the formulations in
the tested times, we demonstrated the effect of the NM-CI as an antiseptic (p > 0,05). NM-Cl
presented satisfactory results at in vitro and in vivo tests despite being a formulation with
lower concentration of chlorexhidine than the commercial formulation that is recommended
for pre-surgical antisepsis. With this results, we have a nanostructured formulation with
adequate physicochemical characteristics, antiseptic effect and residual antiseptic effect that
are even better than the formulation with free molecule in the in vitro study and similar in vivo
assay. Due to different mechanism of action, the NM-CI has potential to avoid the resistance
mechanisms of bacteria, being an alternative for formulation with free molecule. The NM-CI
is a viable antiseptic and potentially cheaper formulation, because of the similar effect with
lower concentration of chlorexhidine.

Keywords: antiseptic, antisepsis, nanoformulation.
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1. INTRODUCAO

A préatica da antissepsia foi iniciada antes mesmo da comprovag¢do da teoria
microbiana. O conceito de antissepsia é: processo que visa a reducdo dos micro-organismos
presentes nos tecidos vivos a niveis seguros por meio da utilizagdo de agentes
antimicrobianos. Agentes antimicrobianos s3o solug¢des quimicas utilizadas para destruir ou
inibir a reproducdo de micro-organismos, reduzindo o nimero de micro-organismos vidveis.
Aqueles que tem acdo sobre tecidos vivos sdo conhecidos como antissépticos € sdo uma
importante ferramenta na prevencao de infecgdes.

Devido a auséncia de um produto que atenda a todas as caracteristicas do antisséptico
ideal, a escolha geralmente ¢ baseada no conhecimento do profissional quanto a eficécia,
custo e facilidade de uso do produto. Os antissépticos mais utilizados sdo aqueles que
possuem na sua composi¢ao iodoforos, clorexidina e alcool.

A clorexidina foi desenvolvida no ano de 1954 e tem atividade antimicrobiana através
da ligacdo as membranas celulares microbianas, ocasionando sua ruptura. Nao ¢ inativada na
presenca de matéria organica e tem amplo espectro de agdo, sendo recomendada como
antisséptico de uso topico em procedimentos invasivos, como a insercdo de dispositivos
intravasculares e na preparagdo pré-operatoria para cirurgias.

No entanto, relatos de casos de resisténcia a clorexidina vem se tornando cada vez
mais comuns, sendo necessarias estratégias para maximizar seu efeito ou o desenvolvimento
de novas formulagdes para acompanhar a resisténcia adquirida das bactérias.

As nanoparticulas surgiram no mercado como uma alternativa para difusdo de
farmacos e vem sendo empregadas em diversas areas da medicina veterindria, incluindo a
microbiologia. O desenvolvimento de formulagdes com efeito microbicida ou microstatico ¢
uma opc¢ao a formulagdes convencionais, pois devido a eficicia na entrega da molécula ao
sitio alvo hd uma consequente redug@o da dose necessaria e dos efeitos adversos.

Deste modo, o presente trabalho objetivou desenvolver uma formulacio
nanoestruturada de clorexidina como uma alternativa a formulacao de clorexidina que ¢ uma
formulagdo consolidada mas vem apresentando relatos de resisténcia devido ao amplo uso. A
Nanoemulsdo de Clorexidina a 0,25% foi caracterizada e foi avaliado os efeitos antisséptico e
antisséptico residual. Os resultados deste estudo trazem uma formulagao viavel e que pode ser

uma alternativa de antisséptico a ser utilizada na rotina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MICROBIOTA CUTANEA

O corpo ¢ colonizado por uma série de micro-organismos que incluem bactérias,
fungos e virus (LI et al., 2012). Estes micro-organismos constituem a microbiota cutinea e,
geralmente, vivem em simbiose com o hospedeiro (GRICE; SEGRE, 2011), sendo a
existéncia necessaria para o correto funcionamento da pele como barreira, pois auxilia na
modulacdo da resposta imune inata e previne a colonizagdo de micro-organismos
potencialmente patogénicos (WANKE et al., 2011). Ha variagdo em numero e nas espécies
bacterianas encontradas dependendo da regido do corpo analisada (LI et al., 2012).

As bactérias constituintes da microbiota cutanea sdo diferenciadas em residentes e
transitorias (BIBI et al., 2015; 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. As bactérias residentes comumente
encontradas na pele de cdes sdo Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium spp. €
Pityosporum spp. (FOSSUM, 2014); em humanos os estafilococos coagulase negativa,
Corynebacterium spp. € Micrococcus spp. sao os mais prevalentes (NETO et al., 2005).

A microbiota transitoria ¢ composta por agentes adquiridos por contato, localizados
em camadas superficiais da pele (GUZEL et al., 2009; ECHOLS et al., 2015). Bactérias
transitdrias tem potencial patogénico (FOSSUM, 2014), entretanto, possuem baixa capacidade
de aderéncia a pele e sdo geralmente removidas por acdo mecanica (GUZEL et al., 2009;
ECHOLS et al., 2015). Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Escherichia coli,
Streptococcus spp., Enterobacter spp. e Clostridium spp. s3o bactérias transitorias
encontradas na pele de caes (FOSSUM, 2014). J4 em humanos, geralmente sdo encontradas
bactérias Gram negativas, como a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (NETO et al.,
2005).

Devido a grande quantidade de micro-organismos presentes na superficie, a pele ¢ tida
como fonte priméria de infec¢do (ALEXANDER; SOLOMKIN; EDWARDS, 2011). Com a
realizacdo da antissepsia hd diminui¢cdo do nimero destas infecgdes, que sdo causadas pela
translocagdo de micro-organismos da microbiota cutinea (OWENS; STOESSEL, 2008;
HIDRON et al., 2011; SIDHWA; ITANI, 2015). O Staphylococcus aureus ¢ uma das
principais bactérias envolvidas em infec¢cdes que envolvem a translocagdo de microbiota

cutanea (ECHOLS et al., 2015).
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2.2. INFECCAO EM FERIDAS CIRURGICAS

Os procedimentos cirtrgicos causam diferentes graus de contaminagdo bacteriana
(COCKSHUTT, 2007; WILLARD; SCHULZ, 2014), que pode ser oriunda de fontes
exdgenas ou endogenas (WILLARD; SCHULZ, 2014). Como fontes exdgenas temos o ar
ambiente, a equipe cirrgica e os instrumentos cirurgicos (COCKSHUTT, 2007). Micro-
organismos endodgenos sdo provenientes do paciente como a microbiota cutdnea, do trato
gastrointestinal, respiratorio e urogenital (COCKSHUTT, 2007, WILLARD; SCHULZ,
2014). Além disso, pode ocorrer transferéncia de bactérias da pele do paciente ou das maos da
equipe quando sdo realizados procedimentos transcutdneos invasivos, sendo uma fonte de
contaminagdo (ECHOLS et al., 2015).

O desenvolvimento ou ndo da infec¢cdo depende de fatores do hospedeiro, do agente e
do ambiente (COCKSHUTT, 2007; WILLARD; SCHULZ, 2014). Sao fatores: a viruléncia
do agente, nimero de coldnias bacterianas, imunocompeténcia do hospedeiro e fatores da
ferida, como a presenca de coagulos, tecido desvitalizado, acimulo de liquido ou material
estranho (COCKSHUTT, 2007; WILLARD; SCHULZ, 2014; VERWILGHEN; SINGH,
2015). Os fatores da ferida facilitam o estabelecimento da infec¢do por criarem um ambiente
propicio ao desenvolvimento das bactérias pela inibi¢do de respostas normais do hospedeiro
(WILLARD; SCHULZ, 2014).

Infecgdes em feridas cirrgicas desempenham um importante papel nas complicagdes
pos-operatorias da medicina veterinaria, com frequéncia varidvel de 0,8% a 18,1%, conforme
o procedimento realizado e, principalmente, o nivel de contaminagdo da cirurgia (WEESE,
2008; FREEMAN et al., 2012). Constituem o tipo mais comum de infec¢des adquiridas em
hospitais veterinarios, tendo desenvolvimento em até 30 dias da cirurgia (COCKSHUTT,
2007; ALEXANDER; SOLOMKIN; EDWARDS, 2011).

A eliminacdo total dos micro-organismos da ferida cirdrgica e do campo estéril ¢é
impossivel (SCHULZ, 2014; ECHOLS et al., 2015). Entretanto, a utilizagdo de protocolos de
assepsia reduz o aparecimento de infecgdes em feridas cirurgicas (DAROUICHE et al., 2010).
Assepsia ¢ o conjunto de medidas adotadas que visam a redu¢do dos micro-organismos
patogénicos presentes em superficies (SCHULZ, 2014), para prevenir o crescimento destes
em local livre de contaminantes (COCKSHUTT, 2007; MORIYA; MODENA, 2008).

Contaminagdes decorrentes de fontes exdgenas podem ser facilmente reduzidas com a
rigida adesdo a técnica cirargica asséptica e boa conduta na sala operatoria (COCKSHUTT,
2007; ECHOLS et al., 2015), pois a técnica asséptica limita a exposi¢do do paciente a um
baixo nimero de micro-organismos (WILLARD; SCHULZ, 2014). A rigida adesdo a técnica
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cirargica asséptica e atraumatica continua sendo aspecto determinante para a prevencdo da

instalacdo de infec¢des pods-operatorias (COCKSHUTT, 2007; SCHULZ, 2014).

2.3. ANTISSEPSIA

A pratica da antissepsia ja havia iniciado antes da comprovagdo da teoria microbiana
(ECHOLS et al., 2015). Oliver Holmes, no século XIX, verificou que a febre puerperal era
transmitida de uma paciente a outra pelas maos dos médicos, e que com a utilizagdo de
produtos para a lavagem das maos a taxa de transmissdo era reduzida (PELCZAR; CHAN;
KRIEG, 1997). Também no mesmo século, Ignaz Semmelweis demonstrou o impacto clinico
do uso de solugdes cloradas para antissepsia das maos (DA SILVA; MATTOS, 2015) e
Joseph Lister demonstrou a eficidcia de uma solugdo diluida de acido carbdlico como
antisséptico na pele dos pacientes (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997).

A antissepsia ¢ parte do conceito de assepsia (SCHULZ, 2014) e pode ser conceituada
como a prevencao da sepse por destruicdo ou inibicdo do crescimento de micro-organismos
em tecidos ou fluidos corporais pela utilizacdo de um produto antisséptico (FOSSUM, 2014).
Sua realiza¢do na pele ¢ indicada sempre que forem realizados procedimentos transcutaneos
invasivos (SHMON, 2007, SIDHWA; ITANI, 2015). Tem como resultado a remogdo da
microbiota transitéria (BIBI et al., 2015) e de grande parte das bactérias residentes (GUZEL
et al., 2009), diminuindo o nimero de infecgdes causadas pela translocacdo de bactérias da
microbiota cutanea (SIDHWA; ITANI, 2015).

Uma parcela das bactérias residentes ndo ¢ eliminada, pois estd em camadas muito
profundas da pele onde a menor perfusdo do antisséptico reduz sua eficacia, ndo sendo capaz
de agir sobre estas bactérias (JENG; SEVERIN, 1998; SHMON, 2007; AMMIRATI, 2010;
ECHOLS et al., 2015). Desta forma, a remog¢do completa dos micro-organismos da pele ¢
impossivel sem causar danos a sua funcdo protetora, mas a antissepsia reduz o niimero de
bactérias e a probabilidade de infec¢des (FOSSUM, 2014; SCHULZ, 2014).

Agentes antimicrobianos sdo solu¢des quimicas utilizadas para destruir ou inibir a
reproducdo dos micro-organismos (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997) consequentemente
reduzindo o nimero viavel destes (COCKSHUTT, 2007). Aqueles que apresentam acdo sobre
materiais inanimados sdo chamados de desinfetantes e os sobre tecidos vivos sdo conhecidos
como antissépticos (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997). Alguns antissépticos sdo formas
diluidas de desinfetantes, onde a dilui¢do visa diminuir o dano ao tecido vivo (COCKSHUTT,

2007).
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2.3.1. ANTISSEPTICOS

Antissépticos sdo compostos quimicos inorganicos que evitam a instalacdo de sepses
pela inibicdo do crescimento bacteriano, ndo necessariamente apresentando efeito bactericida
(FOSSUM, 2014). A variedade de solugdes antissépticas comercializada é pequena, devido a
episodios de contaminagdo e efeitos adversos de alguns produtos (VERNON, 2006).

O antisséptico ideal deve apresentar caracteristicas de atoxicidade, ser hipoalergénico,
ndo ocorrer absor¢do via percutdnea e ter capacidade de eliminar bactérias, virus, fungos,
protozoarios e esporos (MACIAS, 2013; DUMVILLE et al., 2015); sdo caracteristicas
desejaveis a rapida acdo, atividade residual antimicrobiana, seguranca e eficicia quando de
uso continuo (DUMVILLE et al., 2015). Para Larson (1995) e Moriya e Modena (2008) a
acdo persistente do antisséptico funciona para combater a proliferacdo de micro-organismos
durante a cirurgia, ja que o tempo cirurgico ¢ um fator de risco para o estabelecimento de
infeccdes em feridas cirurgicas, onde a cada 70 minutos de duracdo do procedimento
cirargico o risco de infec¢ao duplica (WILLARD; SCHULZ, 2014).

Ainda ndo esta disponivel um antisséptico que atenda a todas estas caracteristicas
(MACIAS, 2013). Geralmente, a escolha do antisséptico ndo ¢ baseada em evidéncias, mas
sim, no conhecimento do profissional quanto a eficacia, custo e facilidade de uso do agente
(HEMANI; LEPOR, 2009). Os antissépticos mais utilizados sdo aqueles que possuem na sua
composi¢do iodoforos, clorexidina e alcool (MORIYA; MODENA, 2008; KAMEL et al.,
2012; DUMVILLE et al., 2015; MACIAS, 2013).

O alcool tem amplo espectro e rapida acdo, entretanto, ndo apresenta efeito residual e
caracteristicas como ser volatil e inflamavel requerem a utilizacdo de embalagens seladas para
manter sua concentragdo nos parametros ideais (MANGRAM et al, 1999; SPIGELMAN;
SWAN, 2005; MACIAS, 2013). O efeito germicida ocorre pela desnaturacao e coagulacao de
proteinas dos micro-organismos (MORIYA; MODENA, 2008; DUMVILLE et al., 2015).
Tem acdo sobre formas vegetativas e ndo ¢ eficaz contra esporos (PELCZAR; CHAN;
KRIEG, 1997). E rotineiramente associado a outros antissépticos (MORIYA; MODENA,
2008), principalmente pela acdo imediata e remog¢do da matéria organica, aliada a persisténcia
da a¢do antimicrobiana de outros antissépticos (SEAL; PAUL-CHEADLE, 2004).

O uso do iodo teve inicio em 1830, sendo primeiramente utilizada a formulagdo de
tintura de iodo, que apresenta alcool na sua composicdo (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997).
Reagdes alérgicas a esta formulacdo levaram ao desenvolvimento dos iodoforos (PELCZAR;
CHAN; KRIEG, 1997, BOYCE; PITTET, 2002; ALVAREZ et al., 2010). Larson (1995)

conceitua iodoforo como uma solucdo onde uma molécula livre de iodo ¢ conjugada a
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substancias que aumentam a solubilidade e também servem como reservatorio. Sao solugdes
que devem permanecer em contato com a pele por, no minimo, dois minutos para que ocorra a
liberagdo da molécula de iodo (SHMON, 2007), tem espectro de acdo consideravel e
apresentaram poucos casos de reacdes alérgicas quando comparados a tintura de iodo (WHO,
2009; ALVAREZ et al., 2010), sendo o antisséptico de eleicdo em muitos centros de satde do
mundo (MACIAS, 2013). O élcool aumenta a liberagdo de iodéforos, entretanto pode reduzir
a acdo persistente do composto (SHMON, 2007; MORIYA; MODENA, 2008). Os compostos
a base de iodo sdo inativados pelo sangue ou proteinas do soro e podem ser toxicos para

recém-nascidos (BOYCE; PITTET, 2002; ALVAREZ et al., 2010).

2.3.1.1. CLOREXIDINA

A clorexidina foi desenvolvida em 1954 na Inglaterra (SHMON, 2007) e teve seu uso
difundido em 1970 E uma bisbiguanida catidnica que desencadeia atividade microbiana
através da ligag@o e posterior ruptura das membranas celulares microbianas (MANGRAM et
al., 1999; GILBERT; MOORE, 2005; SHMON, 2007). Nao ¢ inativada na presenga de
sangue ou proteinas do soro (MANGRAM et al., 1999; SHMON, 2007). E um agente
antisséptico de amplo espectro utilizado para diferentes aplicagdes, entre elas o uso topico no
pré-operatorio e inser¢do de dispositivos intravasculares (DAROUICHE, 2010;
PRONOVOST et al.,, 2006; WEINSTEIN et al., 2008; O’GRADY et al., 2011; BOCK;
WAND; SUTTON, 2016).

A variedade de aplicagdes deste fdrmaco ¢ traduzida em diversas formulagdes
comerciais com diferentes concentragcdes que variam de 0,02% a 4% e diferentes principios
ativos (BOCK; WAND; SUTTON, 2016). Esta disponivel, no Brasil, sob a formula de
solugdo degermante (concentragdes disponiveis de 2 ou 4%), alcodlica (concentragdo de
0,5%) e aquosa nas concentracdes de 2%, 0,2% e 0,12% (EBSERH, 2017; MASUKAWA et
al., 2016).

A solucdo de clorexidina a 0,5% de base alcodlica ¢ recomendada como antisséptico
topico na antissepsia complementar do campo cirurgico e em procedimentos transcutaneos
invasivos como a colocacao de cateter venoso central (EBSERH, 2017), mas também pode ser
usada de forma isolada como antisséptico pré-ciriirgico para preparacao do campo operatorio
(MASUKAWA et al.,, 2016). As solugdes aquosas sdo recomendadas para as mucosas,
quando houver recomendacao de ndo usar formulagdes com base alcoolica (EBSERH, 2017)
e também como antissépticos para a pele (MASUKAWA et al., 2016). A solugdo degermante
a 4% ¢ utilizada na degermacdo da pele e mucosas (MASUKAWA et al., 2016) e a 2% ¢
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recomendada para antissepsia pré-operatoria da equipe cirurgica e do paciente
(MASUKAWA et al., 2016; EBSERH, 2017).

O efeito residual da clorexidina na pele consiste na ligagdo da forma ativa com o
estrato corneo (LARSON; MAYUR; LAUGHON, 1989; LARSON et al., 1995), servindo
como reservatorio do antisséptico, prolongando seu tempo de agdo e efeito bactericida
(BOYCE; PITTET, 2002; SOGAWA et al., 2010). O uso diario prolongado, como quando
utilizado na antissepsia da equipe cirurgica da rotina de hospitais, resulta em efeitos residuais
prolongados e diminui as contagens bacterianas com o passar do tempo (SHMON, 2007). Esta
caracteristica poderia determinar a superioridade deste agente frente aos outros. Entretanto, os
estudos que avaliaram esta agdo apresentam limitagdes metodologicas e podem nao refletir a
realidade (FAOAGALI et al., 1995; SOGAWA et al., 2010).

Para Jarral et al. (2011) a clorexidina apresenta efeito mais profundo e duradouro
entretanto redugdes na contagem de bactérias sdo similares quando comparamos compostos a
base de clorexidina e iod6foros. No estudo de Faoagali et al. (1995) que avaliou diversos

produtos durante o periodo de trés horas, somente a clorexidina apresentou efeito residual.

2.4. RESISTENCIA AOS ANTISSEPTICOS

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um dos grandes desafios na area da saude
(RUBIN; PITOUT, 2014; GUARDABASSI; PRECOTT, 2015). A adequada concentragdo do
produto antimicrobiano no local da infec¢do ¢ necessaria para que ocorra destruicdo ou
supressao das bactérias existentes e falhas no tratamento podem ocasionar resisténcia
(WILLARD; SHULZ, 2014). Estas falhas podem ser decorrentes do tempo inadequado de
tratamento, dose ou escolha equivocada do fiarmaco (WILLARD; SHULZ, 2014;
GUARDABASSI; PRECOTT, 2015).

Se uma parcela da populagdo sobreviver ao tratamento, ha estabelecimento de um
mecanismo de resisténcia ao antimicrobiano, que ¢ difundido pelos mecanismos de
reproducdo das bactérias (SEIL, WEBSTER, 2012). Como sd@o micro-organismos com rapida
reproducdo, as resisténcias sdo facilmente difundidas e sua ocorréncia vem aumentando nos
ultimos anos (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004; RUBIN; PITOUT, 2014; GUARDABASSI;
PRECOTT, 2015). Papich (2013) verificou que algumas bactérias encontradas na rotina estao
apresentando multirresisténcia a antimicrobianos e Vali e colaboradores (2015) que a
resisténcia a agentes biocidas e antibidticos ¢ geralmente mediada pelo mesmo gene.

A clorexidina ¢ um agente conhecido tanto pela sua eficiéncia como pela seguranca no

uso (BOCK; WAND; SUTTON, 2016). Entretanto, relatos de casos de resisténcia tanto
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intrinseca, onde as bactérias Gram negativas sdo mais resistentes que Gram positivas
(MCDONNELL; RUSSELL, 1999), quanto adaptativa vem se tornando mais comuns
(ABUZAID; HAMOUDA; AMYES, 2012). Por se tratar de um antisséptico amplamente
utilizado, seu uso rotineiro permite niveis residuais do produto em hospitais e facilita o
estabelecimento de resisténcias (BOCK; WAND; SUTTON, 2016).

Os mecanismos de resisténcia a clorexidina sdo as bombas de efluxo (KAMPF, 2016),
a inativagdo do principio ativo e as mudangas na parede celular bacteriana (POOLE, 2007).
As bombas de efluxo podem ser encontradas em grande parte das bactérias (KAMPF, 2016) e
sdo codificadas por genes que podem ser encontrados tanto nos plasmideos quanto nos
cromossomos (PIDDOCK, 2006; POOLE, 2007). Agem bombeando, de forma ativa,
antibidticos e agentes biocidas como a clorexidina para fora da célula do micro-organismo
(ABUZAID; HAMOUDA; AMYES, 2012; JOHNSON et al., 2015; KAMPF, 2016).

A Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) ¢ um grupo de bactérias que
possuem uma série de mecanismos de resisténcia aos antissépticos e baixo tempo de contato e
baixos niveis de concentracdo de algumas formulagdes facilitam ainda mais o estabelecimento
de resisténcia devido a ineficacia no poder bactericida (WAND et al., 2015). Demarco et al.
(2007) avaliaram um total de 147 cepas de Staphylococcus aureus, destas 147 33 cepas nao
apresentavam bomba de efluxo e 114 eram cepas conhecidas por apresentarem. Das 33 sem
bomba de efluxo que foram analisadas 42% delas tiveram a capacidade de bombear o produto,
mesmo sem a presenga da da bomba de efluxo, evidenciando outros possiveis mecanismos de
resisténcia desta bactéria Gram positiva.

A indugdo da resisténcia se da pela reducdo na concentragdo intracelular, resultando
em niveis abaixo dos inibitorios ¢ levando a necessidade de concentragdes mais altas do
produto para que ocorra atividade antimicrobiana (DEMARCO et al, 2007). Novas
formulagdes de agentes biocidas e antibidticos sdo necessarias para acompanhar a resisténcia

adquirida das bactérias aos produtos (SEIL, WEBSTER, 2012).

2.5.  NANOTECNOLOGIA NA MICROBIOLOGIA

A nanotecnologia vem sendo empregada em diversas areas na medicina veterinaria,
incluindo a microbiologia (SAGAVE et al.,, 2015). Devido aos relatos de resisténcia
microbiana a alguns produtos, o desenvolvimento de novas formulagdes com nanocarreadores
(SAGAVE et al., 2015) que apresentem efeito bactericida e bacteriostitico ¢ campo de
pesquisa (SEIL; WEBSTER, 2012).
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Estudos de Sellem et al. (2009) que associaram a estreptomicina e doxiciclina a
nanocarreadores e demonstrou atividade in vivo frente a Brucella melitensis, Troncarelli et al.
(2013) que desenvolveram formulagdo de propolis com nanocarreadores para tratamento da
mastite bovina e Flores et al. (2013) e Sagave et al. (2015) que desenvolveram formulagdes
nanoparticuladas de Melaleuca alternifolia e testaram frente a Trichophyton rubrum e
Rhodococcus equi, respectivamente, e onde as formulagdes nanoestruturadas demonstraram
melhor a¢do quando comparadas as com molécula livre.

A utilizagdo de nanomateriais com dimensdes entre 1-1000 nm ¢ conhecida como
nanotecnologia (SOPPIMATH et al, 2001). A nanotecnologia pertence a uma ciéncia
multidisciplinar com vérias aplicabilidades e sua utilizagdo como dispositivos de entrega de
medicamentos ¢ um mercado em expansdo (MELO; PIMENTA, 2010).

Nanocarreadores sdo formulacdes de nanomateriais utilizadas pela industria
farmacéutica (SOPPIMATH et al, 2001; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004; MISHRA;
PATEL; TIWARI, 2010) com diametro na faixa de 10 nm a 1000nm (CABAN et al., 2014).
Podem ser definidos como particulas farmacologicamente ativas com capacidade de carrear
farmacos (SOPPIMATH et al, 2001; CABAN et al, 2014). S3ao formulagdes de
nanocarreadores: as nanocapsulas, nanoesferas e as nanoemulsdes (SOPPIMATH et al, 2001;
SHAKEEL et al., 2012). Nanocapsulas sdo sistemas vesiculares onde o firmaco esta em uma
cavidade envolta por um invélucro polimérico (SOPPIMATH et al, 2001; ANTON; BENOIT;
SAULNIER, 2008); Nanoesferas sdo sistemas matriciais em que o farmaco ¢ fisicamente e
uniformemente distribuido (SOPPIMATH et al, 2001) e nanoemulsdes sdo nanodispersdes
heterogéneas nas quais um liquido (fase interna) ¢ disperso em outro (fase externa) na forma
de goticulas, estabilizadas por um filme interfacial de surfactante usualmente em combinagao
com moléculas cosurfactantes (SHAKEEL et al., 2012).

Formulag¢des com nanocarreadores tendem a ser mais eficazes na entrega da molécula
ao sitio alvo, aumentando a biodisponibilidade do fairmaco e diminuindo a dose necessaria,
com consequente reducdo dos efeitos adversos (SOPPIMATH et al, 2001; MISHRA; PATEL;
TIWARI, 2010). Ainda ndo estdo elucidados completamente os mecanismos de agdo destas
formulagdes, mas acredita-se que devido ao pequeno tamanho, nanoestruturas podem
depositar mais particulas sobre a superficie sendo capazes de disponibilizar uma maior
quantidade do farmaco (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008). Zhou et al. (2010)
e Donsi et al. (2014) demonstraram que em nanoemulsdes quando o tamanho médio da

goticula ¢ reduzido hd um aumento significativo da difusdo do farmaco, pois hd maior
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facilidade da fusdo das goticulas com a parede celular do micro-organismo
(BURANASUKSOMBAT et al., 2011; DONSI et al., 2014).

A escolha do tensoativo utilizado em nanoemulsdes com propriedades antimicrobianas
¢ extremamente importante (DONSI et al., 2012; DONSI et al., 2014). A alta afinidade dos
tensoativos pela fase oleosa leva a altas concentracdes do principio ativo na fase aquosa e a
solucdo tem efeito bactericida, tensoativos que apresentem afinidade intermediaria liberam
uma quantidade pequena de principio ativo na fase aquosa de maneira continua em um
periodo de tempo longo tendo acdo bacteriostatica e alguns tensoativos como proteinas devem

ser evitados, pois podem servir de nutrientes aos micro-organismos (DONSI et al., 2012).

2.6. TESTES MICROBIOLOGICOS PARA FORMULACOES

A determinagdo da efetividade de uma formulacdo com nanoparticulas como um
agente antimicrobiano necessita de ensaios que avaliem a viabilidade bacteriana apos a
exposi¢do ao agente, e sdo necessarias combinagdes de mais de um tipo de estudo para
verificar a atividade antimicrobiana das formulagdes com nanoestruturas, devido a possiveis
respostas variaveis dos micro-organismos (SEIL; WEBSTER, 2012).

A menor concentragdo de um antimicrobiano capaz de inibir o crescimento de um
organismo ¢ conhecida como Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), é determinada mediante
a realizacdo de diluigcdes seriadas, que permitem testar diferentes concentragdes de um
farmaco e sua ac¢ao sobre o micro-organismo (que estd em uma aliquota padronizada) sob as
mesmas condi¢des experimentais (QUAYUMI, 2007). Devido a possiveis variacdes nas
condi¢des experimentais como tamanho do indculo, composi¢ao do meio de cultura, tempo de
incubagdo, temperatura ou pH, a reprodutibilidade do teste pode ndo ser a mesma sendo
aceitas variagdes de até dois pocos entre testes (TURNIDGE; FARRARO; JORGENSEN,
2003). Pode ser realizada por métodos de macrodilui¢do ou microdilui¢ao (QAIYUMI, 2007)

Estudos kill curves sdo utilizados para avaliar a eficacia de um agente antimicrobiano
frente a isolados bacterianos e sinergismo ou antagonismo entre dois farmacos
(ELIOPOULOS; MOELLERING, 1996). Um in6culo padronizado da bactéria ¢ incubado na
presenga e auséncia do agente e aliquotas da solugdo sdo retiradas nos diferentes tempos para
contagem das células vidveis mediante dilui¢des seriadas (VERMA, 2007). Os resultados sao
expressos em graficos onde o eixo X sdo os tempos € o eixo Y o numero de bactérias em
log10 (ELIOPOULOS; MOELLERING, 1996).

Modelos animais sdo parte integrante da andlise de novos antimicrobianos porque

estabelecem uma conexdo entre os testes in vitro, a atividade in vivo e estudos em outras
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espécies (DAI et al., 2011). Todos os estudos com modelos animais devem ser conduzidos
com controles dos antimicrobianos a serem testados e podem ser utilizados para verificar a

toxicidade ou comportamento farmacocinético da formulagao (WEEB; PAINTER, 2007).
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Desenvolver, caracterizar e avaliar o efeito antisséptico e residual de nanoemulsao de

clorexidina.

3.2 Objetivos Especificos

Desenvolver e caracterizar fisicoquimicamente a nanoemulsao de clorexidina;

Avaliar o efeito antisséptico e estabelecer a Concentragdo Inibitéria Minima para
verificar a a¢do da nanoemulsdo de base aquosa de clorexidina a 0,25% sobre diferentes cepas
bacterianas;

Avaliar o efeito antisséptico residual da nanoemulsdo de base aquosa de clorexidina a
0,25% num periodo de 24h;

Avaliar a agdo antisséptica da nanoemulsdo de base aquosa de clorexidina a 0,25%

sobre a pele de ratos Wistar.
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4. ARTIGO CIENTIFICO
Os resultados que perfazem esta dissertacdo estdo apresentados sob forma de artigo
cientifico. As se¢Oes referentes a Materiais e Métodos, Resultados e Discussao, Conclusao e
Referéncias Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito. O manuscrito serd submetido
ao periodico Arquivo Brasileiro De Medicina Veterinaria E Zootecnia — Qualis A2, portanto

sua apresentagdo estd no formato que sera submetido ao periddico.
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AVALIACAO IN VITRO E IN VIVO DE NANOEMULSAO DE CLOREXIDINA
IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION OF CHLORHEXIDINE
NANOEMULSION

Natalia Horstmann Risso' , Diego Vilibaldo Beckmann'

'Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA). BR 472 - Km 585, Campus
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RESUMO

Antissepsia ¢ o processo que visa a redu¢cdo dos micro-organismos presentes nos
tecidos vivos a niveis seguros por meio da utilizacdo de antissépticos. Os mais
utilizados sdo aqueles que possuem na sua composicao iodoforos, clorexidina e alcool.
A clorexidina ¢ amplamente utilizada e recomendada como antisséptico de uso topico.
Entretanto, relatos de resisténcia a este antisséptico vem se tornando cada vez mais
comuns, sendo necessdrias estratégias para maximizar seu efeito ou desenvolvimento de
novas formulagdes para reduzir a resisténcia adquirida das bactérias. Nanoformulagdes
sdo uma alternativa as formulagdes convencionais de antissépticos ja que € possivel
desenvolver formulagdes nanoestruturadas com efeito microbicida ou microstatico. Por
estas razdes, buscou-se sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito antisséptico e residual
de nanoemulsdo 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 formulagdo,
apresentando melhor efeito dentre as solugdes testadas. Na Kill Curve houve uma acio
mais lenta das nanoemulsdes mas que foi mantida por mais tempo quando comparada a
solucdo de clorexidina com a molécula livre. Os grupos de quatro vezes a CIM NM-Cl
foram as formulagdes com efeito mais duradouro dentre as testadas, apresentando o
efeito residual mais intenso e que persistiu até o T6 frente a ambas as bactérias testadas.
No estudo in vivo ambas as formulagdes apresentaram reducdo na contagem de UFC
apos a realizacdo da antissepsia na pele dos ratos (T1) (p < 0,0001) e como ndo foi

verificada diferenca de intensidade da acdo entre as formulagdes durante os diferentes
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tempos, demonstramos o efeito da nanoemulsdo de clorexidina como antisséptico (p >
0,05). A formulacdo de NM-CI apresentou resultados satisfatdrios tanto in vitro quanto
in vivo, com concentragdes mais baixas de clorexidina que a do produto comercial
recomendado para antissepsia pré-cirurgica. Com isso, temos uma formulagdo
nanoestruturada com caracteristicas fisico-quimicas adequadas, efeito antisséptico e
residual superiores in vitro e similares in vivo, evidenciando uma formulagdo alternativa
a dos produtos comerciais. Devido a diferencas no mecanismo de acdo, ¢ uma
formulagdo alternativa que pode evadir a resisténcia bacteriana a Clorexidina na
formulagdo livre, sendo uma alternativa vidvel e potencialmente mais barata pois
apresentou mesmo efeito em menor concentragao.

Palavras-chave: antisséptico, antissepsia, nanoformulagao.

ABSTRACT

Antisepsis is the process that results in reduction of microorganisms present in
tissues by the use of antiseptics, the more used are those which have iodophors,
chlorehxidine and alcohol. Chlorexhidine is widely used and recommended as a topical
antiseptic but resistance reports to these antiseptic are becoming common and strategies
are needed either to maximize the effect or development of new formulations to follow
the mechanisms of acquired resistance of bacteria. We have in the nanoparticles an
alternative, since the development of formulations with microbicide or microstatic
effect is an option to conventional formulations with free molecule. The aim of this
study was the characterization of an 0,25% aqueous-based chlorhexidine nanoemulsion
(NM-CI) and to evaluate by in-vitro and in vivo study its antiseptic effect. The NM-Cl
presented adequate physicochemical characteristics for a nanoemulsion and presented
antiseptic effect in the microdilution study, having the best effect between the tested
formulations. In the Kill curve study there was a slower effect of the nanoemulsions but
that was maintained for longer time when compared to chlorhexidine with free
molecule. The nanoemulsion groups four-fold of MIC were the formulations with the
most durable effect of those tested, presenting residual effect until T6 for both bacteria
tested. At the in vivo study both formulations had a reduction of the microorganisms in
the skin of the rats (p <0.0001) and as no difference of action was detected between the

formulations in the tested times, we demonstrated the effect of the NM-CIl as an
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antiseptic (p > 0,05). NM-CIl presented satisfactory results at in vitro and in vivo tests
despite being a formulation with lower concentration of chlorexhidine than the
commercial formulation that is recommended for pre-surgical antisepsis. With this
results, we have a nanostructured formulation with adequate physicochemical
characteristics, antiseptic effect and residual antiseptic effect that are even better than
the formulation with free molecule in the in vitro study and similar in vivo assay. Due to
different mechanism of action, the NM-Cl has potential to avoid the resistance
mechanisms of bacteria, being an alternative for formulation with free molecule. The
NM-Cl is a viable antiseptic and potentially cheaper formulation, because of the similar
effect with lower concentration of chlorexhidine.

Keywords: antiseptic, antisepsis, nanoformulation.

INTRODUCAO

O corpo ¢ colonizado por uma série de micro-organismos, 0s que estdo na pele
constituem a microbiota cutdnea e geralmente vivem em simbiose com o hospedeiro
(GRICE; SEGRE, 2011), as bactérias constituintes da microbiota cutanea sio
diferenciadas em residentes e transitorias (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 transitoria ¢ 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).

Infeccdes em feridas cirGrgicas desempenham um importante papel nas
complicacdes pos-operatdrias da medicina veterinaria com frequéncia variavel 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 prevencao da sepse por destrui¢do ou
inibi¢do do crescimento de micro-organismos em tecidos ou fluidos corporais
(FOSSUM, 2014). Sua realizagdo na pele ¢ indicada sempre que forem realizados
procedimentos transcutaneos invasivos (SIDHWA; ITANI, 2015). Tem como resultado
a remog¢do da microbiota transitoria e de grande parte das bactérias residentes, pois a
remoc¢do completa dos micro-organismos ¢ impossivel sem causar danos a func¢do

protetora da pele (FOSSUM, 2014; SCHULZ, 2014). Esta reducdo diminui a
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probabilidade de infec¢des causadas pela translocagdo de bactérias da microbiota
cutanea (FOSSUM, 2014; SCHULZ, 2014; SIDHWA; ITANI, 2015).

Antissépticos sdo compostos que combatem a instalacdo de sepses pela inibi¢ao
do crescimento bacteriano, ndo necessariamente apresentando efeito bactericida
(FOSSUM, 2014). Os mais utilizados sdo aqueles que possuem na sua composicao
iodoforos, clorexidina e alcool (MACIAS, 2013; DUMVILLE et al., 2015). A
clorexidina ¢ um agente antisséptico de amplo espectro conhecido pela sua variedade de
aplicagdes, eficiéncia e seguranga no uso sendo utilizada na preparagdo pré-operatoria
para cirurgias e insercdo 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 reservatorio 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) ¢ disperso em outro (fase externa) na forma de goticulas, estabilizadas por um
filme interfacial de surfactante usualmente em combina¢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; WAND; SUTTON, 2016). Novas formulagdes de agentes biocidas
e antibidticos sdo necessdrias para acompanhar a resisténcia adquirida das bactérias aos
produtos (SEIL, WEBSTER, 2012). Macias (2013) ressalta que ainda ndo estad
disponivel um antisséptico que seja ideal, portanto formulagdes nanoestruturadas com
efeito bactericida ou bacteriostatico sdo uma alternativa viavel 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
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antisséptico residual. Os resultados deste estudo trazem uma formulagdo vidvel e que

poderia ser uma alternativa de antisséptico a ser utilizada na rotina.

MATERIAIS E METODOS

O gluconato de Clorexidina®, utilizado para sintetizar a NM-Cl, foi adquirido do
laboratério Sigma Aldrich, Sao Paulo, Brasil. A solucao de Clorexidina® - Riohex 0,5%
base alcodlica 0,5% (SC-CI) foi adquirida do laboratorio Rioquimica, Sdo Paulo, Brasil.
Todos os meios de cultura utilizados no estudo foram provenientes do Himedia®
Laboratories e o sangue de carneiro desfibrinado utilizado para o agar sangue foi
proveniente do laboratério Newprov, Parand, Brasil.

Os animais utilizados no estudo in vivo eram provenientes do Biotério Central da
UFSM. Foram utilizados 20 ratos machos, Rattus novergicus albinus, da
linhagem Wistar. Os animais foram ambientados e mantidos no Biotério da Unipampa
até a realizagdo do estudo. Esta pesquisa teve aprovacio do Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), protocolo n°® 44/2017.

A NM-CI 0,25% (2,5mg/mL) e a nanoemulsdo branca (mesma composicao que
a NM-Cl sem a presenca da clorexidina) foram preparadas pelo métodos de
emulsificagdo espontanea (BOUCHEMAL et al, 2004). As formulagdes foram
caracterizadas quanto as suas propriedades fisico-quimicas imediatamente apds o
preparo. Foi determinado o didmetro médio da goticula mediante técnica de difracdo a
laser utilizando o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern®). O potencial zeta pela
técnica de migragdo eletroforética através do equipamento Nanobrook 90PlusPals
(Brookhaven®). O pH foi obtido utilizando um potenciometro (HANNA®)
previamente calibrado. A quantificagdo e doseamento da clorexidina por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) conforme metodologia descrita por Lboutounne e
colaboradores (2002) e taxa de encapsulacdo das nanoemulsdes foi obtido pelo HPLC
utilizando a técnica de ultrafiltracdo-centrifugagdo descrita por Guterres e colaboradores
(1995). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

O perfil de susceptibilidade das cepas Staphylococcus aureus ATCC6531p,
Staphylococcus epidermidis ATCC1228, Escherichia coli ATC10536 e Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (Isolado clinico) frente as formulacdes de clorexidina foi

avaliado pelo método de microdiluicdo em caldo, segundo o protocolo M100-S25 do
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CLSI (CLSI, 2015). Foram avaliadas dilui¢des seriadas das formulagdes de clorexidina
com a molécula livre na faixa de concentracdo de 0,0005 pg/mL a 250 pg/mL e
nanoemulsdo de clorexidina (de 0,00025 pg/mL a 125 pg/mL). Todos os testes foram
realizados em triplicata incluindo os controles positivo e negativo. A Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) foi considerada como a menor concentragdo capaz de inibir
100% do crescimento microbiano.

O efeito residual das formulagdes foi avaliado em 24 horas frente ao
Staphylococcus epidermidis (ATCC1228) e Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(Isolado clinico) pelo método de kill curve. Foram testadas as concentracdes de duas e
quatro vezes a CIM obtida para cada micro-organismo. As amostras foram coletadas
nos seguintes tempos: T1 - logo apds a inoculagdo da formulagdo; T2 - duas horas apds
a inoculacdo da formulagdo; T3- quatro horas apods a inoculagcdo da formulagdo; T4 -
seis horas apds a inoculacdo da formulagdo; TS5 - oito horas apos a inoculagdo da
formulagdo; T6 - 12 horas apos a inoculacdo da formulacdo; T7 - 24 horas apds a
inoculacdo da formulacdo. O ensaio foi realizado conforme o protocolo de Verma
(2007).

Para realizacdo das coletas os animais foram mantidos sob plano anestésico
mediante anestesia inalatoria com isoflurano em ambiente hospitalar durante os tempos
de coleta e distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo controle e grupo
clorexidina. Aqueles que pertenciam ao grupo controle foram submetidos a avaliacdo da
auséncia da antissepsia (G1: controle negativo) e da Nanoemulsdo branca (G2: controle
negativo - nanocéapsulas) nos antimeros esquerdo e direito, respectivamente. Os animais
do grupo clorexidina foram submetidos a avaliagdo da solu¢do comercial de clorexidina
a 0,5% (G3: controle positivo) e da nanoemulsdo com clorexidina (G4: formulacio
teste), nos antimeros esquerdo e direito, respectivamente.

Foi realizada tricotomia ampla no dorso dos animais, com o uso de tricotomo
com lamina 40, tendo como limite superior a borda das escépulas, inferior a
tuberosidade isquidtica e lateral os limites dorsais do animal.

A antissepsia foi realizada de maneira padronizada no sentido cranial-caudal em
um unico movimento tendo cuidado de ndo encostar no pelo do animal. Foram
utilizadas duas gazes embebidas em 3,5mL (cada) da solucdo a ser testada. A

antissepsia foi padronizada de forma que gaze possuisse dois lados e que cada lado da
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gaze fosse utilizado uma unica vez, o lado da gaze tinha o mesmo tamanho do antimero
do animal onde era feita a antissepsia e eram passados os dois lados no antimero
totalizando quatro movimentos. Logo apods a antissepsia e nos diferentes tempos era
avaliada de maneira visual a presenca ou ndo de irritacdo cutianea apos a aplicagdo do
antisséptico por meio de verificagdo ou ndo da presenga de eritema.

As coletas de material biologico foram realizadas em cinco tempos, sendo eles:
TO - antes da realizagdo da antissepsia; T1 - logo ap6s a realizacdo da antissepsia; T2 -
60 minutos apds; T3- 120 minutos apds e T4 - 180 minutos apos. Foi realizada coleta
padronizada com swab embebido em solugdo fisiologica 0,9% da pele dos animais. Os
swabs foram semeados em placas contendo 4gar sangue e incubadas em estufas
bacteriologicas a 37°C por 24 horas em aerobiose. A contagem manual das Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) foi realizada conforme metodologia utilizada por Davids
et al. (2015), que utilizou como limite maximo para contagem o valor de 300 UFC.

A andlise estatistica utilizada para verificar a diferenca de agdo antisséptica
intergrupo e intragrupo, nos diferentes tempos, foi o teste de Kruskal-Wallis. Quando
detectada diferenca foi utilizado o teste de Mann Whitney, pareando os tempos dos
grupos quando fosse detectada diferenca na andlise entre grupos e quando houvesse

diferenga dentro do proprio grupo eram testados os tempos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores resultantes da suscetibilidade in vitro das quatro cepas analisadas sdo

demonstrados na Tab. 1.

TABELA 1 - Suscetibilidade in vitro de diferentes cepas bacterianas.frente a
Nanoemulséo de clorexidina e Clorexidina®.

Concentrag¢ao Inibitéria Minima (pg/mL)

SC-Cl NM - Cl

Bactérias Gram Staphylococcus aureus 0,03 0,004

positivas Staphylococcus 0015 0.002
epidermidis ’ ’

Meédia geométrica 0,021 0,003

) Escherichia coli 0,12 0,002

Bactérias Gram

negativas Klebsiella pneumoniae 0.5 0.015
Carbapenemase ’ ’

Média geométrica 0,24 0,005

SC-CI= Solugio comercial de Clorexidina. NM-Cl= Nanoemulsio de Clorexidina. Clorexidina®= Riohex 0,5% Solugdo alcéolica
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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 formulagdo com a NM-Cl, evidenciando uma melhor
acdo da nanoformulagdo e as bactérias Gram positivas foram mais sensiveis que as
Gram negativas frente as duas formulacdes. Para Fossum (2014), a clorexidina tem
melhor agdo sobre bactérias Gram positivas, ja que bactérias Gram negativas possuem
mecanismos intrinsecos de resisténcia como a presenca de membrana externa agem
limitando a entrada de farmacos (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Os resultados
encontrados corroboram com os achados de Fossum (2014), pois ambas as formulacdes
tiveram maior eficacia sobre bactérias Gram positivas.

Dentre as bactérias Gram negativas, a Escherichia coli apresentou maior
sensibilidade que a Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC). Os resultados
encontrados para as bactérias Gram negativas na nanoformulagdo sdo explicados pelo
estudo de Mcdonnell e Russell (1999) onde a Escherichia coli ¢ tao suscetivel a
clorexidina como as bactérias Gram positivas. 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
formulagdes, isto pode ser justificado por mecanismos de resisténcia descritos por
Abuzaid, Hamouda e Amyes (2012).

A maior sensibilidade das bactérias Gram positivas a clorexidina era esperada
(FOSSUM, 2014), entretanto o Staphylococcus aureus foi a bactéria Gram positiva com
maior CIM frente as formulacdes testadas e quando testada frente a formulagdo
nanoestruturada apresentou maior resisténcia que a Escherichia coli que ¢ uma bactéria
Gram negativa. O Staphylococcus aureus ¢ uma das principais bactérias envolvidas na
instalacdo de processos infecciosos no pos-operatorio (ECHOLS et al., 2015) e tem
capacidade de bombear para o meio externo a molécula da clorexidina (DEMARCO et
al., 2007). Este mecanismo de resisténcia descrito por Demarco et al. (2007) poderia
justificar os resultados encontrados no presente estudo.

Lboutounne e colaboradores (2002) j4 haviam encontrado melhor a¢do de uma

formulagdo de clorexidina em nanocéapsulas sobre o Staphylococcus epidermidis quando
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comparado a solugdo comercial. 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
formulagdes diferentes. Lboutounne e colaboradores (2002) ndo avaliaram a agdo da
formulagdo nanoestruturada frente a bactérias Gram negativas e Seil ¢ Webster (2012)
ressaltam possiveis diferengas na resposta de micro-organismos Gram positivos e Gram
negativos a nanoestruturas, devendo sempre ser incluido no estudo bactérias Gram
positivas e Gram negativas, objetivo contemplado no estudo.

A melhor acdo das formula¢des nanoestruturadas contendo clorexidina, quando
em comparagdo ao farmaco livre, pode ser justificada pela diferenca nas caracteristicas
fisicoquimicas deste tipo de formulacdo (DONSI et al., 2012). A reducdo no tamanho da
molécula pode potencializar mecanismos de absor¢ao celular passiva (SOPPIMATH et
al, 2001; DONSI et al., 2012), com isso, o farmaco tem maior facilidade de entrar na
célula do micro-organismo, resultando em um aumento da atividade antimicrobiana e
melhor indice terapéutico (SOPPIMATH et al, 2001; DONSI et al., 2012). Este
mecanismo de agdo poderia justificar a melhor acdo da NM-CI no ensaio in vitro,
apresentando CIM menores que as da SC-CI e portanto efeito bacteriostatico em
menores concentragoes.

Os resultados da kill curve estdo esquematizados na Fig. 1 para o Staphylococcus

epidermidis e Fig. 2 para a KPC:

4% CIM - NM-C 4x CIM - SC-Cl 2% CIM - NM-Cl 2x CIM - SC-Cl
4

S 35

o 3

S 3

-

s 25

i

2 15

L ],

E 1

& 0,5

< 0

z TO  T1 T2- T3- T4- T5- T6- T7-

o 24  4H  6H 12H 18H 24H

TEMPO

Figura 1: A¢ao das solucdes de SC-CI e NM-Cl frente ao Staphylococcus epidermidis
nas concentragdes de quatro e duas vezes a CIM, nos diferentes tempos.
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Figura 2: A¢do das solucdes de SC-CI e NM-Cl frente a Klebsiella pneumoniae
carbapenemase nas concentragdes de quatro e duas vezes a CIM, nos diferentes tempos.

No estudo de kill curve para as cepas de Staphylococcus epidermidis e Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase para ambas as bactérias houve uma a¢do mais lenta das
nanoemulsdes e que foi mantida por mais tempo quando comparada a solugdo de
clorexidina com a molécula livre, o que pode ser explicada por Zhou et al. (2010) que
justifica a demora no inicio da a¢do das nanoemulsdes por uma liga¢do das goticulas da
nanoemulsdo na pele, formando um filme denso onde esta pelicula permanece na pele
por um tempo maior tendo uma acgdo prolongada. As concentragdes de quatro vezes a
CIM foram mais efetivas quando se avaliou a manuten¢do do efeito no tempo,
entretanto, as concentracdes de duas vezes a CIM foram mais efetivas em reduzir o
nimero de UFC no primeiro tempo. O grupo de quatro vezes a CIM NM-CI foi a
formulagdo com efeito mais duradouro dentre as formulagdes testadas, apresentando o
efeito residual mais intenso e que persistiu até o T6 frente a ambas as bactérias testadas.

Nao foi verificada presenca de eritema apds a utilizagdo das formulacdes
testadas durante todo o ensaio in vivo. Foi necessario retirar um animal do estudo pois
houve quebra da antissepsia, resultando em contaminagdo dos antimeros. Houve
crescimento em ambos os antimeros dos animais do grupo controle e ndo houve
diferenga entre eles. Os resultados encontrados para a contagem de UFC dos nove

animais avaliados no grupo Clorexidine estao dispostos na Figura 3.
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Amostra 4 - SC-CI 300 0 0 0 0
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Amostra 7 - SC-CI 300 0 0 0 0
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B Amostra 6 - NM-CI 300 40 13 31 0
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B Amostra 9 - NM-Cl 300 0 0 0 0

Figura 3: Avaliagdo da agdo in vivo das solugdes de SC-Cl e NM-Cl na pele de ratos
Wistar, nos diferentes tempos mediante contagem manual de UFC.

Ambas as formulagdes apresentaram reducdo na contagem de UFC apos a
realizacdo da antissepsia na pele dos ratos (T1) (p < 0,0001) e como ndo foi verificada
diferenga de intensidade da acdo entre as formulacdes durante os diferentes tempos,
demonstramos o poder da nanoemulsdo de clorexidina como antisséptico (p > 0,05).

Como a NM-Cl foi capaz de reduzir a contagem bacteriana apos a antissepsia da
mesma forma que a SC-CI, podemos inferir que a acdo da formulagdo a base de
nanoestruturas ¢ similar a da SC-Cl. A clorexidina ¢ um produto antisséptico
recomendado para uso topico, sendo utilizado na preparagdo pré-operatoria para

cirurgias e na inser¢do de dispositivos intravasculares (BOCK; WAND; SUTTON,
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2016). Desta forma, a NM-Cl é um produto com efeito antisséptico in vivo sobre a pele
de ratos e a recomendag¢do de uso poderia ser a mesma que a da SC-CI ja que nao houve
diferen¢a de agdo entre as formulagdes testadas.

Uma das possiveis vantagens da utilizagdo de nanoestruturas ¢ a diminui¢do da
concentracdo da formulacdo com efeito igual ou maior ao da formulagdo usual como
demonstrado por Lboutone (2002) na utilizacdo de nanocépsulas de clorexidina e
Sagave et al. (2015) na utilizacdo de nanoestruturas a base de 6leo vegetal. Desta forma
optou-se por testar uma formulagdo nanoestruturada em concentragdo menor a da
formulagdo ja consolidada. Os achados do presente estudo corroboram com os de
Lboutone (2002) e Sagave et al. (2015), pois nos ensaios in vitro ja havia sido
demonstrado o potencial antisséptico da NM-CI, onde esta formulag@o apresentou efeito
superior em concentragcdes mais baixas que a SC-Cl; também evidenciado no ensaio in
vivo onde nao houve diferenca entre as formulagdes testadas sendo a NM-Cl uma
solugdo com menor concentracdo. Com isso, demonstramos o efeito antisséptico de uma
formulagdo com menor concentracdo que teve efeito similar a de uma ja consolidada e
utilizada mundialmente.

Optou-se por testar o efeito da NM-Cl de maneira comparativa a SC-CI pois a
solugdo de clorexidina a 0,5% de base alcodlica ¢ usada tanto para antissepsia pré-
cirargica complementar (EBSERH, 2017) quanto utilizada de forma isolada como
antisséptico pré-cirargico para preparacdo do campo operatorio (MASUKAWA et al.,
2016). Sendo de base alcodlica, o alcool estava presente em associagdo a clorexidina na
formulagdo SC-CI e sua associagdo a outros antissépticos também ¢ usual (MACIAS,
2013). Esta associa¢do ¢ devida ao amplo espectro e rapida agcdo do alcool (MACIAS,
2013; FOSSUM, 2014). Nas nanoemulsdes ndo ha presenca do alcool na composic¢do,
pois sdo compostas por uma fase aquosa e outra oleosa (SHAKEEL et al., 2012). Uma
alternativa para comparacao poderia ser a solucdo aquosa de clorexidine, entretanto sua
recomendacdo principal ¢ o uso em para mucosas (EBSERH, 2017) e eventualmente
como antissépticos pré-cirurgico para a pele de maneira complementar (MASUKAWA
et al., 2016). Desta forma o produto com base alcoolica ¢ mais utilizado para antissepsia
da pele que o base aquosa. No presente estudo, a presenca do alcool na SC-CI conforme

Davids e colaboradores (2015) poderia ter potencializado o efeito antisséptico da
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solugdo, entretanto esta potencializagdo ndo foi verificada e o uso da SC-Cl nido
apresentou vantagem frente a utilizagdo da NM-Cl.

A resisténcia antimicrobiana a clorexidina (ABUZAID; HAMOUDA; AMYES,
2012; KAMPF, 2016) que ¢ um dos produtos antissépticos mais utilizados (BOCK;
WAND; SUTTON, 2016) justificam estudos que avaliem a acdo antisséptica de outras
formulagdes para estabelecimento de alternativas a formulagdes ja conceituadas e que
venham apresentando problemas (ECHOLS et al., 2015) com inducdo de resisténcia
pelo uso indiscriminado devido ao amplo uso (KAMPF, 2016). Considerando a recente
problematica de resisténcias a clorexidina e de posse dos resultados obtidos,
salientamos o potencial uso da NM-Cl como antisséptico, pois apresentou efeito nos
ensaios in vitro e in vivo. Kampf (2016) recomenda a utilizacdo de antissépticos que
possuam mecanismos de acgdo diferentes para evadir a resisténcia adquirida das
bactérias. As nanoformula¢des possuem mecanismos de acdo diferentes pela presenca

de nanoestruturas (SOPPIMATH et al, 2001; DONSI et al., 2012).

CONCLUSOES

A nova formula¢do de NM-CI apresentou resultados satisfatorios tanto in vitro
quanto in vivo, com concentragdes 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
formulagdo 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 concentragao. Estudos farmacoldgicos
futuros avaliando diferentes concentragdes de clorexidina em diferentes formulagdes
nanoestruturadas, avaliando mecanismos de penetracdo e potenciais de toxicidade das

formulagdes em células cutdneas quando do uso topico deverdo ser conduzidos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A caracterizacdo fisicoquimica das formulagdes e outros resultados que ndo serdao

enviados a publicagdo estdo abaixo esquematizados.

4.1.Formulagdo e Caracterizacio Fisico-quimica das Nanoemulsdes:

Os diametros médios das goticulas e os valores de Span (indice de polidispersao)

obtidos para as nanoemulsdes preparadas neste estudo estdo descritos na Tab. 2:

Tabela 2. Diametro médio e Span das formulagdes.

NM - BR NM - Clorex
165 342
Didmetro (nm) 164 345
166 343
Média (nm) 165 343
Desvio padrio 1 1,527525
1,317 1,351
SPAN 1,315 1,356
1,313 1,352
Média 1,315 1,353
Desvio padrao 0,002 0,002643

Ambas as formulagdes apresentaram as goticulas dentro dos valores desejados de 10 a
1000 nm conforme Soppimath et al. (2001) e para Driscol (2006) goticulas de nanoemulsdes
que apresentem o didmetro médio entre 200 e 500 nm tendem a ser fisicamente mais estaveis,
diametro observado nas goticulas da nanoemulsao de clorexidina.

O tamanho médio de goticula da nanoemulsdo com clorexidina foi maior que a da
nanoemulsdo controle porque o didmetro ¢ influenciado pela composicdo qualitativa e
quantitativa, onde a incorporagdo de um farmaco na fase oleosa pode modificar o didmetro
significativamente (BRUXEL et al., 2012). A composi¢cdo da interface e quantidades de
tensoativos e cotensoativos também poderia interferir no didmetro da goticula (MARTINI et
al., 2011; BRUXEL et al., 2012) mas como as composi¢des das nanoemulsdes sdo iguais a

excessdo da clorexidina esta afirmagdo pode ser descartada.
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Os valores de Span obtidos para as nanoemulsdes produzidas foram considerados
adequados e refletem estreita distribui¢do no tamanho das particulas, tendo em vista que
permaneceram inferiores a 2 para ambas as formulagoes (GOMES et al., 2018).

Os valores do potencial zeta apresentaram-se positivos para NM-CI (15,57 +1,73 mV

mV) e negativo para NM-Br (-23,8 = 0,6 mV mV), estdo apresentados na Tab. 3.

Tabela 3. Resultados das determinagdes de potencial zeta.

NM- Br NM-Clorex
-24,43 13,76
(mV) -23,87 19,93
-23,1 13,93
Média (mV) -23,8 15,57
DP 0,6677574 1,73

O potencial zeta ¢ a andlise do potencial elétrico de superficie, desempenha papel
importante para a estabilizacdo de nanoemulsdes pois reflete o potencial superficial das
goticulas (BRUXEL et al., 2012). Para Guterres et al. (2007) sua avaliagdo ¢ importante tanto
para determinar a estabilidade fisica da suspensdo como para determinar a eficacia do
revestimento de superficie ou adsor¢do dos fArmacos nos sistemas.

Para Shaffazick et al. (2003) quanto mais distante de zero for o potencial zeta mais
estavel ¢ a formulagdo, desta forma poderiamos pressupor que ambas as formulagdes estdo
distantes de zero e seriam estaveis.

O potencial elétrico ¢ influenciado pelas caracteristicas de superficie das
nanoparticulas e varia conforme a utilizacdo de diversos componentes como polimeros,
tensoativos (SHAFFAZICK et al., 2003) grau de ionizagdo do agente emulsificante e ¢ pH
dependente (BRUXEL et al., 2012). Variagdes conforme a utilizacao de diferentes tensoativos
e o grau de ionizagdo do agente emulsificante ndo justificam a diferenca no potencial zeta de
ambas as formulagdes, pois a composicao delas ¢ a mesma a excec¢do do farmaco Clorexidina.
A ocorréncia de potencial zeta positivo quando da inclusdo da clorexidina em sistemas
nanoparticulados j& foi previamente descrita na literatura, como nos estudos de Lbouttone et
al. (2002) e (2004), que justificaram esta diferenca devido a carga da molécula da clorexidina.

A analise do potencial zeta também pode ser utilizada para estudar e avaliar a ativagao,
aglutinacdo e adesdo celular, sendo diretamente relacionadas com propriedades de carga de
superficie (ZHANG et al., 2008). Para Duran-Lobato et al. (2014) potencial zeta positivo

poderia facilitar a interagdo com a membrana celular pela diferenca de cargas, possibilitanto
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maior afinidade entre a particula-membrana e consequentemente maior interacdo com o
farmaco. Desta forma, o potencial zeta positivo da nanoemulsdo poderia ser uma questdo que
facilitaria sua agao.

O potencial zeta ¢ dependente do pH e redugdes no potencial zeta resultam em
diminui¢do da carga de superficie e taxa de floculagdo mais rapida (BRUXEL et al., 2012;
SCHUH; BRUXEL; TEIXEIRA, 2014). O pH das formulagdes est4 descrito na Tab. 4.

Tabela 4. Resultados das avalia¢des de pH

NM- Br NM-Clorex
6,8 7,5
pH 6,8 73
6,7 7,6
Média 6,76667 7,46667
DP 0,05774 0,15275

Houve diferenca entre os pH das formulacdes e esta variacdo também poderia
justificar a diferenga no potencial zeta entre ambas as formulagdes conforme Bruxel et al.
(2012).

O doseamento da clorexidina nas NMs foi proximo de 80% e a taxa de encapsulacdo

foi de 70% valores proximos aos encontrados no estudo de Gomes et al. (2018).

4.2. Teste in vivo para verificar acdo antisséptica da NM sobre a microbiota cutinea de
ratos Winstar:

A maior difusdo tecidual ¢ uma caracteristica desejada em um antisséptico ja que uma
parte da microbiota cutanea ¢ encontrada nas camadas mais profundas da pele (AMMIRATI,
2010; ECHOLS et al., 2015) e o farmaco em formulagao livre ndo tem alta eficacia neste local
(ECHOLS et al., 2015) permanecendo uma parcela de bactérias viaveis (AMMIRATI, 2010).
Clares (2014) testou diversos sistemas nanométricos € encontrou que as nanoemulsdes sao os
que possuem capacidade de penetrar mais na pele quando do uso topico, sendo uma boa
alternativa a formulagdo com a molécula livre. Entretanto nao foi avaliada a capacidade de

penetragcdo da nanoemulsdo de clorexidina.
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CONCLUSAO

A nova formula¢ao de NM-Cl apresentou resultados satisfatorios tanto in vitro quanto
in vivo, com concentracdes mais baixas de clorexidina que a do produto comercial
recomendado para antissepsia pré-cirurgica. Com isso, temos uma formulacio
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 diferengas no mecanismo de acdo, ¢ uma formulagdo
alternativa que pode evadir a resisténcia bacteriana a Clorexidina na formulacao livre, sendo
uma alternativa vidvel e potencialmente mais barata pois apresentou mesmo efeito em menor
concentragdo. Estudos farmacologicos futuros avaliando diferentes concentragdes de
clorexidina em diferentes formula¢des nanoestruturadas, avaliando mecanismos de penetragao
e potenciais de toxicidade das formulag¢des em células cutdneas quando do uso topico deverdao

ser conduzidos.



45

REFERENCIAS

ABUZAID, A.; HAMOUDA, A.; AMYES, S.G. Klebsiella pneumoniae susceptibility to
biocides and its association with cepA, qacDeltaE and qacE efflux pump genes and antibiotic
resistance. Journal of Hospital Infection, v. 81, n. 2, p. 87-91, 2012.

ALEXANDER, J. W.; SOLOMKIN, J.S.; EDWARDS, M.J. Updated recommendations for
control of surgical site infections. Annals of surgery, v. 253, n. 6, p. 1082-1093, 2011.

ALLEGRANZI, Benedetta et al. Religion and culture: potential undercurrents influencing
hand hygiene promotion in health care. American journal of infection control, v. 37, n. 1, p.
28-34, 20009.

ALVAREZ, Jose A. et al. Povidone-iodine against sodium hypochlorite as skin antiseptics in
volunteers. American journal of infection control, v. 38, n. 10, p. 822-825, 2010.

AMMIRATI CT, Aseptic technique. In: Robinson JK, Hanke CW, Siegel DM, Fratila A,
editors. Surgery of the skin: procedural dermatology (2nd ed). St. Louis, MO: Elsevier,
2010; pp. 29-41.

ANTON, N.; BENOIT, J.; SAULNIER, P. Design and production of nanoparticles formulated
from nano-emulsion templates—a review. Journal of Controlled Release, v. 128, n. 3, p.
185-199, 2008.

ASTM Standard D5465, 2012, “Standard Practice for Determining Microbial Colony coutns
from Waters Analyzed by Plating Methods,” ASTM International, West Conshohocken, PA,
2012, 10.1520/D5465-93R12, www.astm.org

BIBI, Safia et al. Is chlorhexidine-gluconate superior than Povidone-lodine in preventing
surgical site infections? A multicenter study. JPMA, v. 65, p. 1197, 2015.

BOCK, L. J.; WAND, M. E.; SUTTON, J. M. Varying activity of chlorhexidine-based
disinfectants against Klebsiella pneumoniae clinical isolates and adapted strains. Journal of
Hospital Infection, v. 93, n. 1, p. 42-48, 2016.

BOUCHEMAL, Kawthar et al. Nano-emulsion formulation using spontaneous emulsification:
solvent, oil and surfactant optimisation. International journal of pharmaceutics, v. 280, n.
1-2, p. 241-251, 2004.

BOYCE, J.M.; PITTET, D. Guideline for hand hygiene in health-care settings:
recommendations of the Healthcare Infection Control Practices Advisory Committee and the
HICPAC/SHEA/APIC/IDSA Hand Hygiene Task Force. American journal of infection
control, v. 30, n. 8, p. S1-S46, 2002.

BRAOUDAKI, M.; HILTON, A. C. Adaptive resistance to biocides in Salmonella enterica
and Escherichia coli O157 and cross-resistance to antimicrobial agents. Journal of clinical
microbiology, v. 42, n. 1, p. 73-78, 2004.



46

BRUXEL, Fernanda et al. Nanoemulsdes como sistemas de liberagdo parenteral de
farmacos. Quimica nova. Sao Paulo: Sociedade Brasileira de Quimica, 1978-, v. 35, n. 9,
p. 1827-1840, 2012.

BURANASUKSOMBAT, Umaporn et al. Influence of emulsion droplet size on antimicrobial
properties. Food Science and Biotechnology, v. 20, n. 3, p. 793-800, 2011.

CABAN, S. et al. Nanosystems for drug delivery. Drug Delivery, v. 2, n. 1, p. 2, 2014.

CHATTOPADHYAY, Debprasad et al. Antimicrobial and anti-inflammatory activity of
folklore: Mallotus peltatus leaf extract. Journal of Ethnopharmacology, v. 82, n. 2-3, p.
229-237,2002.

CLARES, Beatriz et al. Nanoemulsions (NEs), liposomes (LPs) and solid lipid nanoparticles
(SLNs) for retinyl palmitate: effect on skin permeation. International journal of
pharmaceutics, v. 473, n. 1-2, p. 591-598, 2014.

CLSI. Performace Standarts for antimicrobial susceptibilility Testing; Twenty-Fifthin
formation Suplement. Pennsylvania, 2015. 240p.

COCKSHUTT, J. Principios de assepsia cirurgica. In: Manual de cirurgia de pequenos
animais. SLATTER, D.H. 1. ed. Sao Paulo: Manole. cap.10, 2007. p 149-151. 1 v.

DALI, Tianhong et al. Animal models of external traumatic wound infections. Virulence, v. 2,
n. 4, p. 296-315, 2011.

DA SILVA, M. R.; MATTOS, A.D.M. Ignaz Semmelweis e a febre puerperal: algumas
razdes para a ndo aceitacdo de sua hipdtese. Filosofia e Histéria da Biologia, Sdo Paulo, v.
10, n. 1, p. 85-98, 2015.

DAROUICHE, Rabih O. et al. Chlorhexidine—alcohol versus povidone—iodine for surgical-
site antisepsis. New England Journal of Medicine, v. 362, n. 1, p. 18-26, 2010.

DAVIDS, Benjamin I. et al. Efficacy of Mechanical versus Non-Mechanical Sterile

Preoperative Skin Preparation With Chlorhexidine Gluconate 4% Solution. Veterinary
Surgery, v. 44, n. 5, p. 648-652, 2015.

DEMARCO, Carmen E. et al. Efflux-related resistance to norfloxacin, dyes, and biocides in
bloodstream isolates of Staphylococcus aureus. Antimicrobial agents and chemotherapy, v.
51,n.9,p. 3235-3239, 2007.

DE MELO, C. P.; PIMENTA, M. Nanociéncias e nanotecnologia. Parcerias estratégicas, v.
9, n. 18, p. 09-22, 2010.

DONSI, Francesco et al. Design of nanoemulsion-based delivery systems of natural
antimicrobials: effect of the emulsifier. Journal of biotechnology, v. 159, n. 4, p. 342-350,
2012.



47

DONSI, Francesco et al. Infusion of essential oils for food stabilization: Unraveling the role
of nanoemulsion-based delivery systems on mass transfer and antimicrobial
activity. Innovative Food Science & Emerging Technologies, v. 22, p. 212-220, 2014.

DURAN-LOBATO, Matilde et al. Enhanced cellular uptake and biodistribution of a synthetic
cannabinoid loaded in surface-modified poly (lactic-co-glycolic acid) nanoparticles. Journal
of biomedical nanotechnology, v. 10, n. 6, p. 1068-1079, 2014.

DRISCOLL, David F. Lipid injectable emulsions: pharmacopeial and safety
issues. Pharmaceutical research, v. 23, n. 9, p. 1959, 2006.

DUMVILLE, Jo C. et al. Preoperative skin antiseptics for preventing surgical wound
infections after clean surgery. The Cochrane Library, 2015.

EBSERH. Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares. Protocolo/Antissépticos
Padronizados — Unidade de Vigilancia em Saude e Qualidade Hospitalar/Setor de Vigilancia
em Saude e Seguranca do Paciente do HC-UFTM, Uberaba, 2017. 15p. Disponivel em: <
http://www.ebserh.gov.br/documents/147715/0/antissepticost+padronizados+4.pdf/21ee21cl-
fddf-4edf-9de4-194f3elccec6>. Acesso em: 20 fev. 2018.

ECHOLS, Kathryn et al. Role of antiseptics in the prevention of surgical site
infections. Dermatologic Surgery, v. 41, n. 6, p. 667-676, 2015.

ELIOPOULOS, G.M.; MOELLERING, R.C. Antimicrobial combinations, in Antibiotics in
Laboratory Medicine, Lorain, V., Ed., Williams Wilkins Co., Baltimore, 1996, pp. 330-396.

FAOAGALLI, Joan et al. Comparison of the immediate, residual, and cumulative antibacterial
effects of Novaderm R, Novascrub R, Betadine Surgical Scrub, Hibiclens, and liquid
soap. American journal of infection control, v. 23, n. 6, p. 337-343, 1995.

FLORES, F. C. et al. Antifungal activity of nanocapsule suspensions containing tea tree oil on
the growth of Trichophyton rubrum. Mycopathologia, v. 175, n. 3-4, p. 281-286, 2013.

FREEMAN, K. D. et al. Post-operative infection, pyrexia and perioperative antimicrobial
drug use in surgical colic patients. Equine veterinary journal, v. 44, n. 4, p. 476-481, 2012.

FOSSUM, T.W. Preparagdo do campo pré-operatorio. In: Cirurgia de pequenos animais.
FOSSUM, T.W. 4. ed. Sao Paulo: Mosby Elsevier, 2014. p. 156-172.

GILBERT, P.; MOORE, L. E. Cationic antiseptics: diversity of action under a common
epithet. Journal of applied microbiology, v. 99, n. 4, p. 703-715, 2005.

GOMES, Graziela Scheuer et al. Optimization of curcuma oil/quinine-loaded nanocapsules
for malaria treatment. AAPS PharmSciTech, v. 19, n. 2, p. 551-564, 2018.

GRICE, E.A.; SEGRE, J.A. The skin microbiome. Nature Reviews Microbiology, v. 9, n. 4,
p. 244, 2011.



48

GUARDABASSI, L.; PRESCOTT, J.F. Antimicrobial stewardship in small animal veterinary
practice: from theory to practice. Veterinary Clinics: Small Animal Practice, v. 45, n. 2, p.
361-376, 2015.

GUTERRES, Silvia S.; ALVES, Marta P.; POHLMANN, Adriana R. Polymeric
nanoparticles, nanospheres and nanocapsules, for cutaneous applications. Drug target
insights, v. 2, p. 147-157, 2007.

GUTERRES, S. S. et al. Poly (DL-lactide) nanocapsules containing diclofenac: I
Formulation and stability study. International Journal of Pharmaceutics, v. 113, n. 1, p. 57-
63, 1995.

GUZEL, Aslan et al. Evaluation of the skin flora after chlorhexidine and povidone-iodine
preparation in neurosurgical practice. Surgical neurology, v. 71, n. 2, p. 207-210, 20009.

HANIGAN, W.C.; RAGEN, W.; LUDGERA, S.M. Neurological Surgery in the Nineteenth
CenturyThe Principles and Techniques of Ernst von Bergmann. Neurosurgery, v. 30, n. 5, p.
750-757, 1992.

HEMANI, M.L.; LEPOR, H. Skin preparation for the prevention of surgical site infection:
which agent is best. Rev Urol, v. 11, n. 4, p. 190-195, 2009.

HIDRON, Alicia et al. NHSN annual update: antimicrobial-resistant pathogens associated
with healthcare-associated infections: annual summary of data reported to the National
Healthcare Safety Network at the Centers for Disease Control and Prevention, 2006-
2007. Infect Control Hosp Epidemiol, v. 29, n. 11, p. 996-1011, 2008.

JARRAL, Omar A. et al. Should surgeons scrub with chlorhexidine or iodine prior to
surgery?. Interactive cardiovascular and thoracic surgery, v. 12, n. 6, p. 1017-1021, 2011.

JENG, D.K.; SEVERIN, J.E. Povidone iodine gel alcohol: a 30-second, onetime application
preoperative skin preparation. American journal of infection control, v. 26, n. 5, p. 488-494,
1998.

JOHNSON, Ryan C. et al. Recurrent methicillin-resistant Staphylococcus aureus cutaneous
abscesses and selection of reduced chlorhexidine susceptibility during chlorhexidine
use. Journal of clinical microbiology, v. 53, n. 11, p. 3677-3682, 2015.

KAMPF, G. Acquired resistance to chlorhexidine—is it time to establish an ‘antiseptic
stewardship’initiative?. Journal of Hospital Infection, v. 94, n. 3, p. 213-227, 2016.

KAMPF, G.; KRAMER, A. Epidemiologic background of hand hygiene and evaluation of the
most important agents for scrubs and rubs. Clinical microbiology reviews, v. 17, n. 4, p. 863-
893, 2004.

KAMEL, Chris et al. Preoperative skin antiseptic preparations for preventing surgical site
infections: a systematic review. Infection Control & Hospital Epidemiology, v. 33, n. 06, p.
608-617, 2012.



49

KOLJALG, S.; NAABER, P.; MIKELSAAR, M. Antibiotic resistance as an indicator of
bacterial chlorhexidine susceptibility. Journal of Hospital Infection, v. 51, n. 2, p. 106-113,
2002.

LARSON, Elaine L. et al. APIC guidelines for handwashing and hand antisepsis in health
care settings. American journal of infection control, v. 23, n. 4, p. 251-269, 1995.

LARSON, E.; MAYUR, K.; LAUGHON, B.A. Influence of two handwashing frequencies on
reduction in colonizing flora with three handwashing products used by health care
personnel. American Journal of Infection Control, v. 17, n. 2, p. 83-88, 1989.

LBOUTOUNNE, Hassan et al. Sustained ex vivo skin antiseptic activity of chlorhexidine in
poly (e-caprolactone) nanocapsule encapsulated form and as a digluconate. Journal of
Controlled Release, v. 82, n. 2, p. 319-334, 2002.

LBOUTOUNNE, Hassan et al. Characterization of transport of chlorhexidine-loaded
nanocapsules through hairless and wistar rat skin. Skin pharmacology and physiology, v.
17,n. 4, p. 176-182, 2004.

LI, Kelvin et al. Analyses of the microbial diversity across the human microbiome. PloS one,
v.7,n.6,p.e32118, 2012.

LONGTIN, Yves et al. Hand hygiene. N Engl J Med, v. 364, n. 13, p. €24, 2011.

MACIAS, Juan H. et al. Chlorhexidine is a better antiseptic than povidone iodine and sodium
hypochlorite because of its substantive effect. American journal of infection control, v. 41,
n. 7, p. 634-637, 2013.

MANGRAM, Alicia J. et al. Guideline for prevention of surgical site infection,
1999. American journal of infection control, v. 27, n. 2, p. 97-134, 1999.

MARTINIL, Erico et al. Effect of cationic lipid composition on properties of
oligonucleotide/emulsion complexes: Physico-chemical and release studies. International
journal of pharmaceutics, v. 352, n. 1-2, p. 280-286, 2008.

MASUKAWA, Ivete et al. Produtos para antissepsia de pele e mucosas. POP n° 14- SCIH/HU
Disponivel em: <http://www.hu.ufsc.br/setores/ccih/wpcontent/uploads/sites/16/2016/05/POP
-14-produtos-OFICIAL.pdf>. Acesso em: 20 fev. 2018.

MCDONNELL, G.; RUSSELL, A.D. Antiseptics and disinfectants: activity, action, and
resistance. Clinical microbiology reviews, v. 12, n. 1, p. 147-179, 1999.

MISHRA, B. B. T. S.; PATEL, Bhavesh B.; TIWARI, Sanjay. Colloidal nanocarriers: a
review on formulation technology, types and applications toward targeted drug
delivery. Nanomedicine: Nanotechnology, biology and medicine, v. 6, n. 1, p. 9-24, 2010.

MORIYA, T.; MODENA, J.L.P. Assepsia e antissepsia: técnicas de esterilizacdo. Medicina
(Ribeirao Preto. Online), v. 41, n. 3, p. 265-273, 2008..



50

NETO, José Antdnio et al. Anti-sépticos e técnicas de anti-sepsia: atualizagdo. HU rev, v. 31,
n. 1/2, p. 28-33, 2005.

O'GRADY, Naomi P. et al. Guidelines for the prevention of intravascular catheter-related
infections. Clinical infectious diseases, v. 52, n. 9, p. e162-¢193, 2011.

OWENS, C. D.; STOESSEL, K. Surgical site infections: epidemiology, microbiology and
prevention. Journal of Hospital Infection, v. 70, p. 3-10, 2008.

PADMAVATHY, N; VIJAYARAGHAVAN R. Enhanced bioactivity of ZnO Nanoparticles-
an antimicrobial study. Science and Technology of Advanced Materials, v.9, n. 035004,
p.1- 7, 2008.

PAPICH, M.G. Antibiotic treatment of resistant infections in small animals. Veterinary
Clinics: Small Animal Practice, v. 43, n. 5, p. 1091-1107, 2013.

PELCZAR JR, M.J.; CHAN, E.C.S.; KRIEG, N.R. Descobrindo 0 mundo microbiano IN:
Microbiologia: conceitos e aplicacées v. 1. 2. ed. PELCZAR JR, M.J.; CHAN, E.C.S;
KRIEG, N.R. Sao Paulo: Pearson Makron Books, 1997. p. 1-11.

PIDDOCK, L.J.V. Multidrug-resistance efflux pumps? not just for resistance. Nature
Reviews Microbiology, v. 4, n. 8, p. 629, 2006.

PRONOVOST, Peter et al. An intervention to decrease catheter-related bloodstream
infections in the ICU. New England Journal of Medicine, v. 355, n. 26, p. 2725-2732, 2006.

POOLE, K. Efflux pumps as antimicrobial resistance mechanisms. Annals of medicine, v.
39,n. 3, p. 162-176, 2007.

QAIYUMI, S. Macro- and Microdilution Methods of Antimicrobial Susceptibility Testing
.In: SCHWALBE, R.; STEELE-MOORE, L.; GOODWIN, A.C. In: Antimicrobial
susceptibility testing protocols, Florida: CRC Press, 2007 p. 75-80.

RAMYADEVI, Jeyaraman et al. Copper nanoparticles synthesized by polyol process used to
control hematophagous parasites. Parasitology research, v. 109, n. 5, p. 1403-1415, 2011.

RUBIN, J.E.; PITOUT, J.D.D. Extended-spectrum [B-lactamase, carbapenemase and AmpC
producing Enterobacteriaceae in companion animals. Veterinary microbiology, v. 170, n. 1-
2, p. 10-18, 2014.

SAGAVE, L. et al. Atividade de nanoformulagdes de Melaleuca alternifolia e terpinen-4-ol
em isolados de Rhodococcus equi. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, v. 67, n. 1, p. 221-226, 2015.

SCHAFFAZICK, Scheila Rezende et al. Caracterizacdo e estabilidade fisico-quimica de
sistemas poliméricos nanoparticulados para administracdo de farmacos. Quimica nova. Sao
Paulo. Vol. 26, n. 5 (2003), p. 726-737, 2003.



51

SCHUH, R.S.; BRUXEL, F.; TEIXEIRA, H.F. Physicochemical properties of lecithin-based
nanoemulsions  obtained by  spontaneous  emulsification  or  high-pressure
homogenization. Quimica Nova, v. 37, n. 7, p. 1193-1198, 2014

SCHULZ, K.S. Principios de assepsia cirurgica. In: Cirurgia de pequenos animais.
FOSSUM, T.W. 4. ed. Sao Paulo: Mosby Elsevier, 2014. p. 1-7.

SEAL, L.A.; PAUL-CHEADLE, D. A systems approach to preoperative surgical patient skin
preparation. American journal of infection control, v. 32, n. 2, p. 57-62, 2004.

SEIL, J.T.; WEBSTER, T.J. Antimicrobial applications of nanotechnology: methods and
literature. International journal of nanomedicine, v. 7, p. 2767, 2012.

SELEEM, Mohamed N. et al. Targeting Brucella melitensis with polymeric nanoparticles
containing streptomycin and doxycycline. FEMS microbiology letters, v. 294, n. 1, p. 24-31,
2009.

SHAKEEL, Faiyaz et al. Nanoemulsions as potential vehicles for transdermal and dermal
delivery of hydrophobic compounds: an overview. Expert opinion on drug delivery, v. 9, n.
8, p. 953-974, 2012.

SHEPHARD, Martin J. et al. Immunogenicity of bovine parainfluenza type 3 virus proteins
encapsulated in nanoparticle vaccines, following intranasal administration to mice. Research
in veterinary science, v. 74, n. 2, p. 187-190, 2003.

SHMON, C. Avaliagdo e preparagdo do paciente e da equipe cirirgica. In: Manual de
cirurgia de pequenos animais. SLATTER, D.H. Sao Paulo: Manole, 2007. p.169. v 1.

SIDHWA, F.; ITANI, K.M.F. Skin preparation before surgery: options and
evidence. Surgical infections, v. 16, n. 1, p. 14-23, 2015.

SOGAWA, Yoshiro et al. Comparison of residual antimicrobial activity of chlorhexidine-
containing antiseptics: an express report. J Healthe Infect, v. 3, n. 2, p. 74-78, 2010.

SONDI, I.; SALOPEK-SONDI, B. Silver nanoparticles as antimicrobial agent: a case study
on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. Journal of colloid and interface science,
v.275,n. 1, p. 177-182, 2004.

SOPPIMATH, Kumaresh S. et al. Biodegradable polymeric nanoparticles as drug delivery
devices. Journal of controlled release, v. 70, n. 1-2, p. 1-20, 2001.

SPIGELMAN, A.D.; SWAN, J.R. Skin antiseptics and the risk of operating theatre
fires. ANZ journal of surgery, v. 75, n. 7, p. 556-558, 2005.

TRONCARELLI, Marcella Zampoli et al. Mastite bovina sob nanocontrole: A prépolis
nanoestruturada como nova perspectiva de tratamento para rebanhos leiteiros
organicos. Veterindria e Zootecnia, v. 20, p. 124-136, 2013.

TURNIDGE, J.D., FARRARO, M. J. AND JORGENSEN, J.H. Manual of Clinical
Microbiology, 8th ed., American Society for Microbiology, Washington DC, 2003, 1102—



52

1107.

VALL Leila et al. Klebsiella oxytoca with reduced sensitivity to chlorhexidine isolated from a
diabetic foot ulcer. International Journal of Infectious Diseases, v. 34, p. 112-116, 2015.

VERMA, P. Methods for determining bactericidal activity and antimicrobial interactions:
synergy testing, time-kill curves, and population analysis. In: SCHWALBE, R.; STEELE-
MOORE, L.; GOODWIN, A.C. Antimicrobial susceptibility testing protocols, Florida:
CRC Press, 2007 p. 285-290.

VERNON, Michael O. et al. Chlorhexidine gluconate to cleanse patients in a medical
intensive care unit: the effectiveness of source control to reduce the bioburden of
vancomycin-resistant enterococci. Archives of Internal Medicine, v. 166, n. 3, p. 306-312,
2006.

VERWILGHEN, D.; SINGH, A. Fighting surgical site infections in small animals: are we
getting anywhere?. Veterinary Clinics: Small Animal Practice, v. 45, n. 2, p. 243-276,
2015.

WAND, Matthew E. et al. Characterization of pre-antibiotic era Klebsiella pneumoniae
isolates with respect to antibiotic/disinfectant susceptibility and virulence in Galleria
mellonella. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 59, n. 7, p. 3966-3972, 2015.

WANKE, Ines et al. Skin commensals amplify the innate immune response to pathogens by
activation of distinct signaling pathways. Journal of Investigative Dermatology, v. 131, n.
2, p. 382-390, 2011.

WEBER, D.J.; RUTALA, W.A.; SICKBERT-BENNETT, E.E. Outbreaks associated with
contaminated antiseptics and disinfectants. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 51,
n. 12, p. 4217-4224, 2007.

WEEB, C.D.; PAINTER, B.G. Clinical Microbiology in the Development of New
Antimicrobial Agents In: Antimicrobial susceptibility testing protocols, Florida: CRC
Press, 2007 p. 388-389.

WEESE, J. S. A review of post-operative infections in veterinary orthopaedic
surgery. Veterinary and comparative orthopaedics and traumatology, v. 21, n. 02, p. 99-
105, 2008.

WEINSTEIN, Robert A. et al. Chlorhexidine: expanding the armamentarium for infection
control and prevention. Clinical Infectious Diseases, v. 46, n. 2, p. 274-281, 2008.

WILLARD, M.D.; SCHULZ, K.S. Infec¢des cirargicas. In: Cirurgia de pequenos animais.
FOSSUM, T.W. 4. ed. Sao Paulo: Mosby Elsevier, 2014. p. 269-270.

WORLD HEALTH ORGANIZATION et al. WHO guidelines on hand hygiene in health
care: first global patient safety challenge. Clean care is safer care. World Health
Organization, 2009.



53

ZHANG, Hong Yao et al. A lipid microsphere vehicle for vinorelbine: Stability, safety and
pharmacokinetics. International journal of pharmaceutics, v. 348, n. 1-2, p. 70-79, 2008.

ZHANG, Zijie et al. Effects of nisin on the antimicrobial activity of D-limonene and its
nanoemulsion. Food chemistry, v. 150, p. 307-312, 2014.

ZHOU, Huafeng et al. Preparation and characterization of a lecithin nanoemulsion as a topical
delivery system. Nanoscale research letters, v. 5, n. 1, p. 224, 2010.



