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RESUMO 

O desenvolvimento de materiais e dispositivos em escala micrométrica é uma área que vem se 

destacando no cenário atual, tanto acadêmica quanto industrialmente. Neste âmbito, surgem 

as micropartículas feitas com polímeros naturais, as quais visam principalmente aplicações 

biotecnológicas e biomédicas. Embora diversas pesquisas se voltem para a atividade 

antimicrobiana desses sistemas, usualmente não levam em consideração a liberação 

prolongada dos mesmos, como também a capacidade de se aglomerar e dispersar que 

oportunizam o potencial risco de contaminação ambiental. Portanto, o objetivo deste estudo 

foi avaliar a cinética de inibição do crescimento de Staphylococcus aureus e a toxicidade em 

embriões de peixe zebra (Danio rerio) de micropartículas de quitosana encapsulando 

clorexidina (MP-CS-CLX). Realizou-se a cinética de inibição para avaliar a ação de 

clorexidina encapsulada sobre o crescimento de S. aureus durante 30 horas. Foram realizadas 

leituras através de densidade óptica (DO) com espectrofotômetro (λ) 600 nm nos tempos de 

incubação de 0, 4, 6, 8, 20, 24, 27 e 30 h. Os grupos analisados na cinética foram as 

micropartículas de quitosana com clorexidina (MP-CS-CLX), as micropartículas sem o 

fármaco (MP-CS) e o fármaco livre (CLX), nas concentrações correspondentes à 2xCIM, 

CIM e 0,5xCIM. Para verificar a toxicidade das micropartículas em embriões de peixe-zebra 

foi feito o Teste FET (Fish Embryo Acute Toxicity). Os ovos de peixe-zebra recém-

fertilizados foram expostos à diferentes concentrações das micropartículas em teste por um 

período de 96 horas, sendo estas 1,55, 0,77, 0,38, 0,19 e 0,1 x 10
-2

 mg/mL. As MP-CS não 

apresentaram nenhuma ação inibitória contra o microrganismo. As duas maiores 

concentrações de MP-CS-CLX e CLX inibiram igualmente o crescimento de S. aureus. Por 

outro lado, na menor concentração a CLX encapsulada se mostrou mais eficiente durante mais 

tempo em comparação com a droga livre, indicando a possível liberação prolongada das 

micropartículas de quitosana. Com relação à toxicidade em embriões de peixe zebra, dos três 

grupos analisados, todas as concentrações contendo MP-CS-CLX e CLX tiveram 100% de 

mortalidade nas primeiras 24h, verificada a coagulação dos embriões. Já nos grupos contendo 

MP-CS, as concentrações 1,55, 0,77, 0,38x10
-2

 mg/mL foram letais em todos os poços, 

enquanto as placas referentes a 0,19 e 0,1x10
-2

 mg/mL não houve mortalidade nas 24h. 

Entretanto, os embriões apresentaram retardo no desenvolvimento quando comparado ao 

grupo controle. Em suma, constatou-se que, neste estudo, as MP-CS não apresentaram ação 

antibacteriana contra S. aureus, enquanto as MP-CS-CLX, em sua menor concentração 

apresentaram ação inibitória por um período de tempo maior quando comparadas com a 

mesma concentração da CLX livre. E, devido à alta mortalidade dos embriões do peixe-zebra, 

concluiu-se que as MP-CS-CLX são extremamente tóxicas nas concentrações avaliadas. 

 

Palavras-chave: Microtecnologia; Quitosana; Curva de crescimento; Embriotoxicidade.  



 

 

 
 

ABSTRACT 

The development of materials and devices in micrometric scale is an area that has been 

standing out in the current scenario, both academically and industrially. This present, arise the 

part of organically organic biotecnological and biomedical. Different studies are focused on 

an antimicrobial activity of systems, usually do not take into account a prolonged discharge of 

the same, as well as the ability to agglomerate and disperse what is potentially risk of 

environmental contamination. Therefore, the study was to evaluate the kinetics of inhibition 

of the growth of Staphylococcus aureus and toxicity in zebrafish embryos (Danio rerio) of 

chitosan microparticles encapsulating chlorhexidine (MP-CS-CLX). Inhibition kinetics were 

performed to evaluate an action of chlorhexidine encapsulated on the growth of S. aureus for 

30 hours. 600 nm were run at the incubation times of 0, 4, 6, 8, 20, 24, 27 and 30 h. The 

groups in the kinetics were: microparticles of chitosan with chlorhexidine (MP-CS-CLX), as 

microparticles without the drug (MP-CS) and free drug (CLX), in the units corresponding to 

2xCIM, MIC and 0.5xCIM. To verify the toxicity of the microparticles in zebrafish embryos 

the Test FET (Acute Fish Embryo Toxicity) was performed. The newly fertilized zebrafish 

eggs were exposed to different concentrations of the microparticles under test for a period of 

96 hours, these being 1.55, 0.77, 0.38, 0.19 and 0.1 x 10-2 mg/mL. As MP-CS is no inhibitory 

action against the microorganism. As the higher concentrations of MP-CS-CLX and CLX 

inhibited the growth of S. aureus. On the other hand, the lower encapsulated CLX proved to 

be more efficient over time compared to a free drug, linking to the prolonged publication of 

chitosan microparticles. In relation to fish toxicity, the first three groups consortium, all 

occurrences in MP-CS-CLX and CLX had 100% destruction in 24 hours, verified the 

coagulation of the embryos. Already in groups containing MP-CS, as the concentrations 1.55, 

0.77, 0.38x10-2 mg / mL were lethal in all wells, whereas the plates referring to 0.19 and 

0.1x10-2 mg / mL there was no habit in 24h. However, the embryos or retardation were not 

developed when they are in control. In short, that study, MP-CS is sound action against 

antibacterial against S. aureus, while MP-CS-CLX, in its smaller intervention to the inhibitory 

action for a longer period of time when compared to same concentration of free CLX. And, 

due to the high mortality of the zebrafish embryos, it was concluded as MP-CS-CLX. 

 

Keywords: Microtechnology; Chitosan; Growth curve; Embryotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

Materiais em escala micro- e nanométrica tem sido extremamente utilizados em 

diversas aplicações tecnológicas devido às suas propriedades advindas da relação 

área/volume. Tais materiais, como as micro/nanopartículas já estão sendo aplicadas na 

medicina para o tratamento de câncer no intuito de diminuir os efeitos colaterais ocasionados 

pela alta concentração de medicamentos tóxicos ao longo do uso (MONTANHA, 2012).  

A clorexidina é um antibiótico muito utilizado na saúde, principalmente na 

odontologia devido à sua molécula ter forte ligação com as células epiteliais da mucosa oral 

(SIMEAO, 2008).  A concentração de clorexidina geralmente utilizada é de 0,12%, contudo o 

seu uso a longo prazo pode causar efeitos indesejáveis (FLÖTRA, et al., 1971). Em virtude 

disso, outros métodos de aplicação se fazem necessários, tal qual o emprego de sistemas de 

liberação controlada. Neste contexto, o teste de cinética de inibição é o método mais 

apropriado para determinar o efeito bactericida ou fungicida de uma substância. Ele 

apresenta-se como uma ferramenta poderosa para obter informações sobre a interação 

dinâmica entre o agente antimicrobiano e a linhagem microbiana (BALOUIRI; SADIKI; 

IBNSOUDA, 2016). 

Para que possam ser eficientemente utilizados, os micromateriais poliméricos 

usualmente aplicados nos sistemas de liberação controlada devem se manter estáveis por 

longos períodos, sem que haja perda das suas propriedades. Diversas pesquisas são 

desenvolvidas no âmbito de melhorar os protocolos de síntese e aplicabilidade, no entanto, 

um problema deixado de lado é de como essas partículas podem causar impactos ao ambiente, 

diante da sua ampla utilização na atualidade. 

Neste sentido, torna-se interessante a utilização do embrião do peixe zebra (Danio 

rerio) como um modelo de análise para avaliar o potencial de toxicidade desses materiais e 

suas interações com organismos não-alvo. O peixe zebra vem sendo utilizado em estudos de 

ecotoxicologia, até mesmo para análise de alterações comportamentais (AŠMONAITE et al., 

2016). Isto, por ser pequeno, possuir ciclo de vida curto e ser de fácil manipulação, porém 

com a representatividade de organismos mais complexos. 

As informações obtidas através da realização deste estudo podem ser importantes para 

o controle do risco de materiais em escala micrométrica e produtos relacionados à 

microtecnologia no futuro próximo. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Controle de liberação de fármacos 

O sistema de liberação controlada de fármacos é uma tecnologia que promove o 

melhor aproveitamento do princípio ativo pelo organismo, permitindo uma liberação 

prolongada e com menor administração do medicamento, uma vez que atua em condições 

específicas (LYRA et al., 2007). Nas últimas décadas, o interesse em condicionar a 

velocidade, o local de liberação e o tipo de sistema empregados vêm ganhando espaço 

principalmente na indústria farmacêutica (LOPES et al., 2005). 

Atualmente são empregados vários tipos de sistemas de liberação, dentre eles 

destacam-se os lipossomos, nanocápsulas, nanopartículas, bombas osmóticas e sistemas 

transdérmicos (LOPES et al., 2015).  Os lipossomos e as micro/nanopartículas têm em 

comum a capacidade de veicular o fármaco até o local desejado, diminuindo a toxicidade e 

aumentando a ação terapêutica. Essas características fazem com que seu uso se torne aplicável 

em vários âmbitos da indústria, sendo também levado em consideração o custo de produção, o 

perfil de liberação desejado e as propriedades do fármaco (PEZZINI, et al., 2007). 

Os sistemas de liberação baseados em nanotecnologia são programas 

multidisciplinares emergentes na área biomédica, dentre outros fatores, por resolver os 

desafios como biodisponibilidade devido a menor solubilidade, mecanismo de absorção 

intestinal deficiente por degradação, mecanismo de liberação deficiente no local alvo, 

potência terapêutica, efeitos colaterais e inconsistência plasmática de drogas (JACOB et al., 

2018). 

Neste contexto, vem se destacando o uso de biopolímeros como carregadores de 

fármacos, pois eles melhoram a cinética de liberação do encapsulado, são biodegradáveis, 

biocompatíveis, possuem baixa imunogenicidade e boa atividade antibacteriana (LIECHTY et 

al., 2010; GOPI.; AMALRAJ; THOMAS, 2016). Biopolímeros como fibroína de seda, 

colágeno, gelatina, albumina, amido, celulose e quitosana podem ser facilmente feitos em 

suspensões que servem como veículos de liberação tanto para moléculas grandes quanto 

pequenas (JACOB et al., 2018). 

No trabalho realizado por Malik et al. (2016), avaliou-se a liberação controlada da 

clorexidina e sua combinação com a quitosana in vitro através de espectrofotometria na região 

do ultravioleta (UV-Vis). Foi observado que houve 100% de liberação do fármaco em 4 

horas. Em contrapartida, quando associada a quitosana, houve 59% da liberação da 
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clorexidina no período de 24h. O efeito de liberação sustentada da quitosana é evidenciado na 

literatura, porém não se compreende quais propriedades do polímero são responsáveis por 

isso. 

2.2 Micropartículas de quitosana 

As micropartículas consistem de sistemas de carregamento de fármacos que têm 

atraído a atenção da indústria e de pesquisadores pela sua capacidade de controle de dosagem 

de substâncias em sítios específicos, bem como a utilização de polímeros biodegradáveis 

como vetores (SCHAFFAZICK et al., 2003). Esses sistemas são escolhidos para aplicações 

terapêuticas pela maior especificidade, melhor hidrofilia, biodisponibilidade, efetividade 

terapêutica e na tentativa de diminuir concentrações de substâncias que causam efeitos 

colaterais indesejados, em outras palavras, diminuição nos níveis de toxicidade em 

comparação com as drogas livres (VARSHOSAZ et al., 2010; KALITA et al., 2015). 

A técnica de microencapsulação promove a proteção do princípio ativo, que a 

depender do processo de síntese e da metodologia empregadas, pode ser envolto pela partícula 

formando uma microcápsula, ou ainda ficar disperso por toda a partícula sendo tal sistema 

denominado de microesfera (ASSIS et al., 2012). Essa tecnologia permite a liberação do 

encapsulado sob condições específicas, em taxas de velocidade e quantidade controlados 

(MATTÉ; ROSA, 2013).  

A quitosana consiste de um polímero natural derivado da desacetilação da quitina, a 

qual é constituinte do exoesqueleto de crustáceos, insetos e parede celular de fungos. Nos 

últimos tempos, tem sido alvo de diversos estudos por ser um material biodegradável, atóxico 

e com propriedades antimicrobianas (SILVA, 2006).  

Este biopolímero possui estrutura molecular semelhante à celulose, diferenciando-se 

apenas pela presença de grupos amino (NH2) (Figura 1). Embora a quitosana seja solúvel em 

água em ácido diluído, ela precipita a um pH acima de 6 (HAYASHI, 1994). Suas 

características físico-químicas proporcionam a formação de géis, resistência mecânica e 

camada filmogênica; além de ser aplicável na síntese de filmes, micro/nanopartículas e 

microesferas, características essas de interesse na indústria de cosméticos, na biotecnologia, 

na agroindústria e na farmacêutica (MENDES, 2011). 
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Figura 1. Estrutura molecular da celulose, quitina e quitosana. 

 

Fonte: Mendes, 2011. 

A gelatinização ionotrópica é o método mais utilizado para síntese de nanopartículas 

de quitosana (CALVO et al., 1997a; CALVO et al., 1997b; LIMA et al., 2015; GONDIM et 

al., 2018). O método consiste na adição de uma fase alcalina (em temperatura ambiente) 

contendo tripolifosfato (TPP), e uma fase ácida contendo quitosana (AOUADA, 2009) 

(Figura 2). Tal processo pode formar nano- ou micropartículas. Nas últimas décadas, 

observou-se grande aplicação tecnológica e resultados satisfatórios, principalmente no setor 

alimentício pela sua característica antimicrobiana (MATTÉ; ROSA, 2013). 

Figura 2. Esquema molecular da gelatinização ionotrópica. 

 

       Fonte: AOUADA, 2009. 

A quitosana pode ser utilizada para a fabricação de revestimentos e filmes comestíveis 

por possuir as propriedades funcionais básicas de fornecer barreira a gases e umidade, como 

também por possibilitar o uso de compostos ou misturas para regular a liberação de aditivos 

alimentares e nutrientes (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011; MAJID et al., 2016).  

A fim de avaliar propriedades físicas, antioxidantes e antimicrobianas, Perdones et al., (2014) 

sintetizaram e caracterizaram dispersões em formato de filmes de quitosana e óleo essencial 

de canela, contendo ou não ácido oleico (melhoramento das propriedades de barreira contra o 
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vapor de água). A potencial aplicação de tais revestimentos seria para controlar a 

decomposição fúngica de morangos.  

Com base no exposto, nota-se que as micropartículas de quitosana vêm sendo 

desenvolvidas com o intuito de serem aplicadas em diversas áreas, para liberação de 

fármacos, óleos essenciais, moléculas antioxidantes entre outras (JANES et al., 2001; 

FEYZIOGLU; TORNUK, 2016; HALEVAS et al., 2017).  

2.3 Clorexidina  

O gluconato de clorexidina (Figura 3), também conhecido como digluconato de 

clorexidina, é um composto de biguanida que possui ação bacteriostática e, em altas 

concentrações, ação bactericida (MENDES et al., 1995). É usualmente empregado na 

odontologia devido à suas moléculas terem forte ligação com as células epiteliais da mucosa 

oral (SIMEAO, 2008).  

Figura 3. Estrutura molecular da clorexidina. 

 

 

Fonte: PubChem 

 

A clorexidina possui um amplo espectro de ação, agindo sobre bactérias gram-

positivas, como Streptococcus spp e Staphilococcus spp,  as gram-negativas Escherichia coli  

e Salmonella spp, em fungos como Aspergillus spp e Candida spp, leveduras e vírus 

lipofílicos. Devido a isso, seu uso também se torna amplo pois pode ser utilizada na saúde 

humana, animal e na indústria (AMORAS, 2013). 

De acordo com a NCI Thesaurus, a clorexidina é carregada positivamente e reage com 

a superfície celular microbiana carregada negativamente, destruindo assim a integridade da 
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membrana celular. Subsequentemente, a clorexidina penetra na célula e causa o vazamento de 

componentes intracelulares, levando à morte celular. Como as bactérias gram-positivas são 

mais carregadas negativamente, elas são mais sensíveis a esse agente. Esse mecanismo de 

ação impede que as bactérias se tornem resistentes ao composto. 

Na prática clínica, a concentração de clorexidina geralmente utilizada é de 0,12% 

(v/v). Entretanto, seu uso a longo prazo pode gerar efeitos indesejados como a irritação da 

mucosa oral, descoloração do esmalte dos dentes, além de manchas na língua (MENDES et 

al., 1995). Por esse motivo, o sistema de microencapsulação de fármacos visa diminuir essas 

concentrações e, consequentemente, os efeitos colaterais, porém mantendo a mesma eficácia. 

Honscha, Campos e Da Silva Júnior. (2015), avaliaram a fitotoxicidade aguda da 

clorexidina em sementes de alface (Lactuca sativa) utilizando enxaguantes bucais. Os ensaios 

foram conduzidos utilizando concentrações de 0%, 1%, 3%, 10%, 50%, 75% e 100% e a 

toxicidade foi avaliada após cinco dias observando o número de sementes germinadas, o peso 

fresco e o peso seco. O enxaguante de clorexidina apresentou diminuição da germinação e do 

peso fresco na concentração 10% e ausência de germinação nas concentrações superiores, 

demonstrando ser um enxaguante tóxico para o vegetal em estudo.  

 Diante disso, torna-se extremamente importante que novos estudos elucidem a 

toxicidade da clorexidina no ambiente, tendo em vista que é bastante utilizada na saúde 

humana, como também na saúde animal. E, principalmente, se o descarte do fármaco 

promove algum desequilíbrio ambiental.   

2.4 Ecotoxicidade 

A toxicologia ambiental se expandiu à medida que crescentes preocupações sobre o 

impacto de produtos químicos produzidos e liberados no meio ambiente e na saúde humana 

estão sendo demonstradas. Entre os efeitos tóxicos observados em organismos expostos a 

poluentes, aqueles que afetam os tecidos esqueléticos (osteotoxicidade) foram um tanto 

negligenciados em comparação com as toxicidades hepato-, imunológicas, neuro e/ou 

reprodutivas. No entanto, os efeitos subletais de agentes tóxicos no desenvolvimento 

esquelético e/ou manutenção óssea podem resultar em crescimento prejudicado, taxa de 

sobrevivência reduzida, aumento da susceptibilidade a doenças e diminuição do bem-estar 

(FERNÁNDEZ et al., 2018).  

O impacto de substâncias químicas antropogênicas lançadas no meio ambiente é uma 

preocupação mundial, fomentando o desenvolvimento de diversas diretrizes e medidas 
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regulatórias por organizações internacionais como a Agência Européia do Meio Ambiente 

(EEA), a Agência de Proteção Ambiental dos EUA (EPA) e a Food and Drug Administration 

(FDA) (FERNÁNDEZ et al., 2018). Por conseguinte, ampla discussão sobre os potenciais 

riscos dos nanomateriais ao meio ambiente e à saúde humana tem sido levantada diante da 

crescente produção e aplicação destes materiais (PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 

2010). 

Para que possam ser eficientemente utilizados, os micromateriais poliméricos devem 

se manter estáveis por longos períodos de tempo, sem que haja perda das suas propriedades. 

Diversas pesquisas são desenvolvidas no âmbito de melhorar os protocolos de síntese e 

aplicabilidade. No entanto, um problema deixado de lado é de como essas partículas podem 

causar impactos ao ambiente, diante da sua ampla utilização na atualidade. Devido às 

características inerentes de nano- e micromateriais, tais como tamanho, alta área de superfície 

e capacidade de se aglomerar e dispersar, existe o potencial risco de contaminação ambiental, 

visto que estas podem facilmente se translocar pelo ecossistema. Por conseguinte, estes 

aspectos justificam a importância de se pesquisar e obter dados confiáveis sobre a 

disponibilidade, degradabilidade e toxicidade dos nanomateriais (PASCHOALINO; 

MARCONE; JARDIM, 2010). 

O peixe-zebra (Danio rerio) é um importante modelo experimental muito utilizado na 

biomedicina, neurofisiologia, genética e, mais recentemente, no controle ambiental. É um 

organismo pequeno, de fácil manipulação e pode ser mantido em laboratório a um custo baixo 

(SPENCE et al., 2008). Os peixes se reproduzem o ano inteiro, podendo as fêmeas desovar a 

cada 3 dias e uma única desova pode gerar centenas de ovos. A fertilização é externa, o que 

permite a coleta e o monitoramento das fases do desenvolvimento do peixe (KIMMEL et al., 

1995). O peixe zebra já vem sendo utilizado em estudos de ecotoxicologia, até mesmo para 

análise de alterações comportamentais (AŠMONAITE et al., 2016). Isto, por ser pequeno, 

possuir ciclo de vida curto e ser de fácil manipulação, além de apresentar-se como um sistema 

de análise de pequena escala eticamente aceitável, porém com a representatividade de 

organismos mais complexos (PADILLA et al., 2012). Neste sentido, torna-se interessante a 

utilização do embrião do peixe zebra (Danio rerio) como um modelo de análise para avaliar o 

potencial de toxicidade de nano- e micromateriais e suas interações com organismos não alvo.  

Asharani et al. (2011) testaram a toxicidade de nanopartículas de ouro (Au-NP), prata 

(Ag-NP) e platina (Pt-NP) em embriões do peixe-zebra e concluíram que as Ag-NP e Pt-NP 

induzem atrasos na eclosão, diminuição da frequência cardíaca e curvatura de eixos, enquanto 
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as Au-NP não apresentaram indícios de toxicidade. Entretanto, houve o acúmulo das 

nanopartículas no embrião confirmado por espectrometria de emissão atômica por plasma 

acoplado (ICP-OES).  

Teijeiro-Valiño et al. (2017) sintetizaram nanocápsulas de núcleo lipídico usando 

ácido hialurônico e o peptídeo protamina como invólucro externo para avaliar sua interação 

com as barreiras biológicas em embriões de peixe-zebra. Utilizando-se do Teste FET (Fish 

Embryo Acute Toxicity) e de marcadores fluorescentes, verificaram que houve permeabilidade 

das nanocápsulas no córion e na pele, porém apresentando apenas 17,71% de mortalidade, 

sendo este valor considerado de baixa toxicidade.  
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral  

Investigar a toxicidade e a cinética de inibição de micropartículas de quitosana 

encapsulando clorexidina. 

 

3.2 Objetivos específicos 

● Sintetizar micropartículas de quitosana encapsulando clorexidina;  

● Avaliar a cinética de inibição de micropartículas de quitosana contendo clorexidina, 

em diferentes concentrações, contra Staphylococcus aureus;    

● Avaliar a toxicidade de micropartículas de quitosana contendo clorexidina em 

diferentes concentrações em embriões de peixe zebra (Danio rerio) pelo teste FET. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Síntese das micropartículas 

As micropartículas poliméricas de quitosana (CS) (Sigma-Aldrich®) encapsulando 

clorexidina (CLX) foram sintetizadas através da técnica de gelatinização iônica (CALVO et 

al., 1997b; LIMA et al., 2015; GONDIM et al., 2018). Esta é baseada em interações iônicas 

entre um dos componentes positivamente carregado (quitosana contendo grupos amino 

protonados) com uma espécie negativamente carregada atuando com um poliânion 

(tripolifosfato de sódio - TPP). A partir da interação entre as duas espécies ocorre a 

reticulação iônica, ocasionando a coagulação e gerando sistemas coloidais estáveis (LIMA, 

2013). Para tanto, foi pesado 0,04 g de quitosana e adicionado 8 mL de ácido acético a 1% 

(v/v). No preparo das partículas contendo clorexidina, além do polímero e do ácido acético 

(7,76 mL), foi acrescentado 0,24 mL de clorexidina a 4% (v/v). Ambas as misturas foram 

colocadas sob agitação magnética por 12 horas para a formação de uma solução. Após esse 

período, com o auxílio da bomba injetora KDS100 (KD Scientific®), foi gotejado em cada 

amostra 2 mL de tripolifosfato de sódio (TPP) concentrado a 2mg/mL, a uma taxa de 15 

mL/h.  

Figura 4. Síntese das micropartículas. Em (A), quitosana em solução de ácido acético a 1%, 

antes da dissolução do polímero ocorrer. Em (B), solução de TPP (2mg/mL) sendo gotejada 

na solução polimérica para ocorrer a gelatinização iônica e consequente formação de 

partículas. 

 
Fonte: Autor, 2018. 

4.2 Neutralização das micropartículas 

Para ajustar o pH adicionou-se hidróxido de sódio aos poucos nas dispersões 

poliméricas de quitosana (MP-CS) e de quitosana com clorexidina (MP-CS-CLX). Com o 
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auxílio do pH-metro (Quimis®) realizou-se o controle do pH até atingir o valor de ~6 em 

temperatura ambiente, uma vez que as micropartículas seriam expostas aos embriões de 

peixe-zebra (Danio rerio) onde vivem num sistema aquático de pH 7,0. 

4.3 Avaliação da cinética de inibição do crescimento microbiano 

A cinética de inibição do crescimento microbiano proporcionada pelas MP-CS e MP-

CS-CLX foi avaliada utilizando a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 15656). O 

experimento foi conduzido de acordo com Wang et al. (2017), com algumas modificações. 

4.3.1 Preparo do inóculo 

Para o cultivo da linhagem, foram colhidas de duas a três colônias, bem isoladas, da 

cultura em placa de ágar com ajuda de uma alça de platina devidamente flambada. Em 

seguida, estas foram inoculadas em 5 mL de meio caldo Brain Heart Infusion (BHI) contidos 

em tubo falcon de 15 mL previamente esterilizados. Após homogeneização em agitador do 

tipo vórtex, o inóculo foi colocado em estufa bacteriológica (STERILIFER) a 37 °C durante 

24h para obter a turbidez necessária.  

4.3.2 Padronização da densidade microbiana 

Após 24h de cultivo, o inóculo foi centrifugado por 15 minutos a 507,5 x g. 

Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e o pellet ressuspendido em 5 mL de solução 

salina (NaCl 0,9%). Homogeneizou-se a mistura em vórtex e seguiu-se para a leitura da 

densidade microbiana em espectrofotômetro (GLOMAX MULTI, Promega) (λ= 600 nm). 

Para a leitura utilizou-se uma placa de 96 poços de fundo chato, na qual no primeiro poço 

foram colocados 100 µL de salina, e do segundo poço em diante, 75, 50, 25, 20 e 10 µL do 

inóculo, complementando para o volume final de 100 µL com salina. Para coincidir com a 

turbidez de uma solução padrão McFarland de 0,5, os valores de absorbância devem estar 

entre 0,080 e 0,100. Isto equivale a uma concentração de 1 a 2x10
8
 UFC (unidades 

formadoras de colônia)/mL (NCCLS, 2003).  

4.3.3 Diluição da suspensão padronizada 

Depois de padronizada, a suspensão foi diluída para que após a inoculação, cada poço 

contivesse aproximadamente 5x10
5
 UFC/mL (faixa de 2 a 8x10

5
 UFC/mL). Como o volume 

do inóculo entregue em cada poço era de 100 µL, utilizou-se um fator de diluição de 1:30. 
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Figura 5. Pellet formado da biomassa de S. aureus em meio BHI após centrifugação. 

 

Fonte: Autor, 2018. 

4.3.4 Montagem da placa 

Como descrito por Balouiri, Sadiki e Ibnsouda (2016), de quatro à sete pontos na 

curva são necessários para observar a ação da substância sobre o crescimento do 

microrganismo, sendo estes pontos os tempos de incubação de: 0, 4, 18 e 24h ou 0, 4, 6, 8, 10, 

12 e 24h. O presente trabalho avaliou a ação de clorexidina encapsulada em micropartículas 

de quitosana sobre o crescimento de S. aureus durante 30 horas.  

O experimento foi feito utilizando placas de 96 poços de fundo chato (KASVI). 

Inicialmente, foram dispostos 100 µL do meio BHI nos poços da placa. Em seguida, 100 µL 

das substâncias teste em três concentrações diferentes foram adicionados. Os grupos testados 

foram a clorexidina encapsulada (MP-CS-CLX), as partículas de quitosana sem o fármaco 

(MP-CS) e a clorexidina livre (CLX) nas seguintes concentrações: 2 x CIM, CIM, e 0,5 x 

CIM. A CIM corresponde a concentração inibitória mínina, sendo considerada a menor 

concentração da substância capaz de inibir o crescimento do microrganismo e o seu valor 

contra S. aureus foi determinado em experimentos prévios (LIMA; SARMENTO, 2016). Os 100 

µL adicionados ao primeiro poço foram diluídos seriadamente, do mais concentrado para o 

menos concentrado, sendo os 100 µL descartados ao final da diluição no terceiro poço. Por 

fim, foram depositados 100 µL do inóculo na concentração de aproximadamente 5x10
5
 

UFC/mL. Paralelamente aos grupos testados foram preparados os controles de crescimento 

(CC) e controle de esterilidade (CE). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 
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Foram realizadas leituras com os tempos de 0, 4, 6, 8, 20, 24, 27 e 30 horas de 

incubação. O ensaio foi realizado em triplicata e a leitura feita através da densidade óptica 

(DO) com espectrofotômetro (GLOMAX MULTI, Promega) (λ= 600 nm). A eficiência de 

inibição foi calculada de acordo com a equação 1 (WANG et al., 2017). 

 

                        
     

           
  

     
   100%                                                 (1) 

 

Onde      
           

   eram os valores de densidade óptica para o controle de 

crescimento e substância teste, respectivamente, medidos a 600 nm no tempo t. 

4.3.5 Análise estatística 

Os dados foram tabulados e a distribuição paramétrica ou não-paramétrica foi 

determinada através do GraphPad Instat versão 2.0 (software GraphPad, CA, EUA). Análise 

de variância simples (ANOVA One-way) foi utilizada para fazer a comparação por amostra 

em tempo fixo. O nível de significância adotado nas análises foi de 95% (p=0,05). 

 4.4 Avaliação da toxicidade em embriões de peixe zebra 

4.4.1 Reprodução de linhagem selvagem do peixe zebra 

O peixe zebra se reproduz nas primeiras horas do dia, ou seja, quando há mudança do 

fotoperíodo escuro (noite) para o claro (dia) (SPENCE; ASHTON; SMITH, 2007; 

NASIADKA; CLARK, 2012). Foram instaladas 3 armadilhas (Figura 6) em 3 aquários da 

linhagem selvagem do Laboratório de Biotecnologia de Organismos Aquáticos (LaBOrA) do 

Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) para coletar 

os ovos dos peixes uma hora antes das luzes do sistema acenderem, às 06h. 

Após as luzes acenderem, esperando entre 1-2h para a fecundação dos ovos, as 

armadilhas foram retiradas dos aquários para separar e selecionar os ovos viáveis e seguir 

com o experimento. Foram necessários 408 embriões para todos os grupos posteriormente 

analisado. 
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Figura 6. Armadilha utilizada para coleta de embriões. 

 

Fonte: Autor, 2018. 

4.4.2 Teste FET 

Para a aferição da toxicidade em embriões foi utilizado o teste de toxicidade aguda em 

embriões de peixe-zebra, Test FET (Fish Embryo Acute Toxicity), realizado de acordo com o 

protocolo nº 236 da OECD (2013). Os ovos de peixe-zebra recém-fertilizados foram expostos 

à diferentes concentrações das micropartículas em teste por um período de 96 horas, sendo 

estas 1,55, 0,77, 0,38, 0,19 e 0,1 x 10
-2

 mg/mL. A cada 24 horas, até quatro observações 

apicais eram registradas como indicadores de letalidade: (1) coagulação dos ovos fertilizados, 

(2) falta de formação dos sômitos, (3) falta do desprendimento da cauda e (4) falta de 

batimento cardíaco. No final do período de exposição, determinou-se a toxicidade aguda com 

base no resultado dos pontos de letalidade observados. Na presença de qualquer uma das 

quatro observações apicais registradas o embrião foi considerado morto. 

Para o procedimento, foram utilizadas 17 placas de 24 poços contendo 1 

embrião/poço. Em cada placa, 20 embriões foram destinados para a amostra teste e 4 para os 

controles internos, expostos apenas a água do próprio sistema em que são mantidos. Foram 

analisados 3 grupos, sendo um correspondente as micropartículas contendo a clorexidina 

(MP-CS-CLX); outro de micropartículas poliméricas sem o fármaco (MP-CS), para o controle 

da toxicidade do polímero; e o terceiro grupo consistindo da clorexidina livre (CLX). 

Seguindo as recomendações do protocolo nº 236 da OECD, foram utilizados no máximo 422 

embriões, já considerando 10% de taxa de perdas. O teste foi iniciado em até 6 h após a 

fertilização dos ovos e continuado até completar 96 h. 
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4.5 Considerações éticas 

Este trabalho integra a utilização de embriões do peixe-zebra (Danio rerio) para 

verificação da toxicidade de micropartículas de quitosana. Anteriormente à realização dos 

experimentos, o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal da Paraíba (CEUA/UFPB) protocolado sob o nº 4216270718 (ID 

000331) (Anexo A). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Cinética de Inibição 

A Figura 7 mostra as curvas de crescimento de S. aureus exposta à três concentrações 

diferentes de MP-CS-CLX, bem como de MP-CS e CLX livre. As eficiências de inibição 

correspondentes são mostradas na Figura 8.  

Como observado por Wang et al. (2017), a curva de crescimento para o controle de S. 

aureus demonstrou um ciclo dinâmico representativo de três fases: fase lag (ou fase de 

latência), fase exponencial (ou de crescimento) e fase de estabilização (Figura 7). A fase lag 

pode ser explicada pela necessidade de a bactéria se adaptar às novas condições oferecidas 

pelo ambiente, o que é evidenciado na curva pelo crescimento inicial mais lento. Na fase 

exponencial, o número de bactérias do controle aumenta exponencialmente em função do 

tempo, isso pois não há nenhuma restrição ao seu crescimento, tal como nutrição insuficiente 

e/ou produtos metabólicos liberados no meio. Na fase de estabilização a taxa de crescimento 

bacteriano foi estável e assim se manteve até ocorrer o declínio devido à falta de nutrientes. 

Em contrapartida, quando expostas à CLX livre ou encapsulada nas duas maiores 

concentrações, o crescimento das bactérias não ocorreu, tendo estes dois grupos apresentado e 

mantido eficiência de inibição de ~90% (Figura 8-B e C) a partir do tempo de 6h em diante.  

Como observado no gráfico da Figura 8-C, após aproximadamente 6h de incubação, 

0,5 x CIM da CLX livre (2,92x10
-2

 mg/mL) começou a perder eficácia, enquanto a 0,5 x CIM 

da CLX encapsulada (0,77x10
-3 

mg/mL) (Figura 8-B) ainda manteve seu efeito, sendo a 

diferença estatisticamente significativa com p<0,001. Tal ocorrência pode indicar que a 

atividade da CLX encapsulada perdura por mais tempo em virtude da liberação controlada da 

mesma pelas micropartículas de quitosana. A lenta liberação da CLX foi também verificada 

no estudo de Malik et al. (2016), onde associada à quitosana percebeu-se que a liberação do 

fármaco reduziu de 100%, nas primeiras 4 horas, para 59% em 24 horas.  

A atividade antibacteriana da quitosana, bem como de nanopartículas de quitosana, 

têm sido extensivamente relatada na literatura (QI et al., 2004; DU et al., 2009; XING et al., 

2008; NO et al., 2002; WANG et al., 2014). Por outro lado, em oposição aos resultados 

encontrados, neste trabalho, a quitosana sozinha (MP-CS) não demonstrou a atividade 

esperada. Mesmo considerando que foram utilizadas concentrações sabidamente eficazes 

contra a bactéria em estudo, estas encontradas em experimentos anteriores (LIMA; SARMENTO, 

2016), com 8h de incubação as MP-CS já não apresentavam mais ação. Eventualmente, 
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pequenas alterações da formulação, como por exemplo diferença no pH, podem ter 

influenciado essa atividade.  

Abruzzo et al. (2012) sintetizaram complexos de quitosana/alginato (CH/ALG) em 

diferentes proporções carregadas com clorexidina para o tratamento de infecções vaginais. 

Foram realizadas a caracterização desses complexos, bem como a distribuição da droga e 

atividade antimicrobiana contra Candida albicans e Escherichia coli. O complexo que 

mostrou maior liberação da droga foi o CH/ALG (1:1), uma vez que a quantidade de cargas 

na interação ALG com a clorexidina é menor. Os complexos também exerceram forte 

atividade antimicrobiana contra E. coli nas primeiras 6 horas, enquanto só após 24h foi 

percebida a atividade contra C. albicans.  

Gondim et al. (2018) avaliaram os efeitos de nanopartículas de quitosana (ChNPs) 

contra a adesão e formação de biofilmes de C. albicans e Candida spp. em resina acrílica. 

Através da determinação da concentração fungicida mínima (CFM) contra Candida spp., 

observou-se que ChNPs tiveram atividade fungicida e inibiu a adesão inicial e o 

desenvolvimento do biofilme maduro na superfície da resina. Já no ensaio de cinética de 

inibição, para verificar a relação do tempo de exposição e a concentração das ChNPs, 

observou-se que em todas as concentrações houve redução no número de UFC/mL. 

 Com base nos trabalhos supracitados e nos resultados obtidos neste trabalho foi 

possível constatar que o uso da CS como polímero para sistema de liberação controlada é 

eficiente. Além disso, a CLX livre não demonstrou o efeito esperado, podendo outros fatores 

como calor e/ou evaporação terem afetado negativamente sua ação, sendo necessário outros 

ensaios para confirmar tal comportamento. 
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Figura 7. Curvas de crescimento de S. aureus expostas à diferentes concentrações de CLX, 

CS-CLX e CS. Os dados foram representativos dos resultados dos experimentos em triplicata 

e expressos como médias ± desvios-padrão (DP).  

 

 
CC: Controle de crescimento 

Fonte: Autor, 2018. 
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Figura 8. Eficiência de inibição dos grupos testados contra S. aureus. Os valores de eficiência 

de inibição foram calculados de acordo com a Equação (1).  

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

A 
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5.2 Test FET 

Dos três grupos analisados, todas as concentrações contendo MP-CS-CLX e CLX 

tiveram 100% de mortalidade nas primeiras 24h (Gráfico 1-B e C) verificada a coagulação 

dos embriões (Figura 9-B). Isto indica que a concentração de CLX utilizada é extremamente 

letal para esse organismo, tendo em vista que se utilizou o valor referente a CIM de 1,55x10
-2

 

mg/mL em Staphylococcus aureus.  

No grupo contendo apenas MP-CS, as concentrações 1,55, 0,77, 0,38x10
-2

 mg/mL 

foram letais em todos os poços. Nas placas referentes a 0,19 e 0,1x10
-2

 mg/mL não houve 

mortalidade nas 24h e ambas mostraram efeitos semelhantes nos embriões (Gráfico 1-A). 

Entretanto, os embriões apresentaram retardo no desenvolvimento quando comparado ao 

grupo controle, ou seja, sem presença de pigmento, cabeça e cavidade dos olhos pouco 

evoluídos e batimentos cardíacos lentos (Figura 9-C). Com 42h após exposição às partículas, 

os embriões continuaram a se desenvolver, mas ainda sem apresentar os pigmentos no corpo 

(Figura 10-B). Em 72h os embriões já apresentavam pigmento, mas ainda estavam dentro do 

córion, tendo em vista que o grupo controle havia eclodido (Figura 12). E, por fim, com 96 h 

de exposição, a maioria dos peixes já haviam eclodido do córion e apresentavam morfologia 

semelhante ao controle mesmo com o atraso no desenvolvimento nas primeiras horas (Figura 

13). 

Figura 9. Embriões de peixe-zebra (A) controle; (B) coagulado [0,38x10
-2

 mg/mL] e (C) 

retardo no desenvolvimento, após 24h de exposição [0,19x10
-2

 mg/mL]. 

 
Fonte: Autor, 2018. 

Diante do exposto, pode-se concluir que as concentrações utilizadas de MP-CS-CLX e 

CLX foram extremamente tóxicas ao embrião. Entretanto, quando comparado ao grupo 

apenas da MP-CS, percebe-se que nas concentrações mais baixas, não houve morte. Com 

isso, é possível inferir que o fator para a letalidade dos embriões foi a CLX, tendo em vista 
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que em todos os grupos ela foi letal nas primeiras 24h, mostrando que a CIM, utilizada como 

parâmetro de concentração, ainda é considerada tóxica para esse organismo.  

Por outro lado, no grupo contendo MP-CS, as três maiores concentrações também 

foram letais. Para tanto, ainda é difícil saber se o fator limitante foi, de fato, a CS, uma vez 

que é relatado como um polímero atóxico (MATTÉ, 2013). Diante disso, é necessário 

verificar se a técnica utilizada para a síntese das nanopartículas pode ter influência nesse 

resultado. É sabido que durante a síntese de micropartículas diversos fenômenos químico-

físicos podem ocorrer, e não somente aquele que era o esperado. Desse modo, podem ser 

formadas partículas de diferentes tamanhos, tal como não ocorrer a formação das mesmas. 

Logo, como as micropartículas utilizadas estavam em dispersão e não passaram por nenhum 

processo prévio antes da utilização, consequentemente os embriões estavam expostos à 

substâncias remanescentes da síntese e que podem ter afetado no desenvolvimento dos 

mesmos em concentrações mais elevadas.  

Figura 10.  Embriões do peixe-zebra (A) controle e (B) embrião sem pigmento, após 42h de 

exposição [0,19x10
-2

 mg/mL]. 

 
Fonte: Autor, 2018. 

Como relatado por Wang et al. (2014), a quitosana, especialmente de baixo peso molecular ou 

nanopartículas, pode entrar na célula, ligando-se ao DNA (poliânion) e, assim, inibir a síntese 

de RNA e proteína. A genotoxicidade de nanopartículas poliméricas de quitosana e poli(ácido 

metacrílico) de tamanhos diferentes (60, 82 e 111 nm) foi avaliada por De Lima et al. (2010). 

Avaliaram-se diferentes níveis de concentração, utilizando o teste de danos cromossômicos 

Allium cepa, bem como testes citogenéticos empregando culturas de linfócitos humanos. Os 

substratos de teste foram expostos a soluções contendo nanopartículas em concentrações de  
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Figura 11. Porcentagem da mortalidade dos embriões de peixe-zebra expostos à diferentes 

concentrações. 

 

 

Fonte: Autor, 2018. 
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massa de polímero de 1,8, 18 e 180 mg/L. Os resultados não mostraram nenhuma evidência 

de danos no DNA causados pelas nanopartículas (nenhuma alteração numérica ou estrutural 

significativa foi observada), entretanto as nanopartículas de 82 e 111 nm reduziram os valores 

do índice mitótico na maior concentração testada (180 mg/L), indicando que as nanopartículas 

foram tóxicas para as células utilizadas nesta concentração. 

Figura 12.  Peixe-zebra (A) controle e (B) embrião no córion, após 72h [0,1x10
-2

 mg/mL]. 

 
Fonte: Autor, 2018. 

 

Figura 13.  Peixe-zebra (A) Controle e (B) Peixe com 96h [0,1x10
-2

 mg/mL]. 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

A B 
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6 CONCLUSÃO 

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que as MP-CS não apresentaram ação 

antibacteriana contra S. aureus, enquanto as MP-CS-CLX apresentaram ação inibitória por 

um período de tempo maior, indicando a liberação controlada do fármaco. Já no Teste FET, 

observou-se que as MP-CS-CLX e a CLX livre foram letais aos embriões de peixe-zebra nas 

primeiras 24h, enquanto as MP-CS, em menores concentrações, apresentaram retardo do 

desenvolvimento dos mesmos, porém sem mortalidade. Contudo, estudos complementares se 

fazem necessários no intuito de investigar o fato das MP-CS não terem apresentado efeito 

inibitório contra S. aureus, como também se a CS é um fator limitante na mortalidade dos 

embriões de peixe-zebra. Além disso, utilizar concentrações menores das MP-CS-CLX para 

determinar a concentração letal média na metade dos indivíduos da população (CL50).  
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GLOSSÁRIO  

Biodegradável: material que sofre decomposição pela ação de reações enzimáticas. 

Biopolímero: polímeros derivados de matéria-prima de fontes renováveis, podem ser 

proteínas (fibroína de seda, colágeno, gelatina e albumina) e polissacarídeos (quitosana, 

alginato, celulose e amido). 

Biodisponibilidade: percentual de aproveitamento de uma substância pelo organismo. 

Dispersão: disseminação de uma substância em um fluido no qual não é solúvel. 

Pellet: resíduo remanescente após centrifugação.  
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ANEXO A - Certificado de aprovação do projeto no Comitê de Ética no Uso de Animais em 

pesquisa 

 


