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RESUMO 

O surgimento de bactérias multirresistentes a medicamentos tornou-se uma grave ameaça à saúde 

pública. Consequentemente, a proposição de novas estratégias para combate de microrganismos 

multirresistentes é atualmente de extrema relevância para a saúde pública global. Nesse cenário, este 

trabalho teve por objetivo determinar o potencial de AuNPs (nos diâmetros mais recorrentes de 15 e 

75 nm) à diferentes concentrações como agente antimicrobiano e fotoantimicrobiano sob ação de luz 

verde (550 nm) para fotoinativação de bactérias Gram-positiva (S. aureus). O plaqueamento foi 

realizado somente para a S. aureus e feita a determinação do número de unidade formadoras de colônia 

(UFC). Os resultados mostram que apenas exposição das bactérias a luz não reduz o número de UFC. 

Por sua vez, o emprego de AuNPs contribui para a diminuição do crescimento microbiano, bem como 

a inibição aumenta na presença de luz. Todavia, não houve redução expressiva na quantidade de UFCs, 

o tratamento mais eficaz apresentou 62,64% de redução em relação ao grupo não tratado-escuro. O 

tratamento mais eficaz empregou AuNPs nos diâmetros de 15 nm à 25 ppm. 

 

Palavras-chave: Ressonância de Plasma. Ensaio de MTT. Inativação Bacteriana. 

 

ABSTRACT 

The emergence of multidrug-resistant bacteria has become a serious threat to public health. 

Consequently, the proposition of new strategies to combat multidrug-resistant microorganisms is 

currently of extreme relevance to global public health. In this scenario, this work aimed to determine 

the potential of AuNPs (in the most recurrent diameters of 15 and 75 nm) at different concentrations 

as an antimicrobial and photoantimicrobial agent under the action of green light (550 nm) for the 

photoinactivation of Gram-positive bacteria (S. aureus). Plating was performed only for S. aureus, and 

the number of colony-forming units (CFU) was determined. The results show that exposure of the 

bacteria to light alone does not reduce the number of CFU. In turn, the use of AuNPs contributes to the 

decrease in microbial growth, and inhibition increases in the presence of light. However, there was no 

significant reduction in the number of CFUs; the most effective treatment showed a 62.64% reduction 

compared to the untreated-dark group. The most effective treatment employed AuNPs with diameters 

of 15 nm at 25 ppm. 
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RESUMEN 

La aparición de bacterias multirresistentes se ha convertido en una grave amenaza para la salud pública. 

Por consiguiente, la propuesta de nuevas estrategias para combatir estos microorganismos 

multirresistentes reviste actualmente una importancia crucial para la salud pública mundial. En este 

contexto, este trabajo tuvo como objetivo determinar el potencial de las nanopartículas de oro (AuNPs) 

(con los diámetros más frecuentes de 15 y 75 nm) a diferentes concentraciones como agente 

antimicrobiano y fotoantimicrobiano bajo la acción de luz verde (550 nm) para la fotoinactivación de 

bacterias Gram positivas (S. aureus). El cultivo se realizó únicamente para S. aureus y se determinó el 

número de unidades formadoras de colonias (UFC). Los resultados muestran que la exposición de las 

bacterias a la luz por sí sola no reduce el número de UFC. En cambio, el uso de AuNPs contribuye a 

la disminución del crecimiento microbiano, y la inhibición aumenta en presencia de luz. Sin embargo, 

no se observó una reducción significativa en el número de UFC; el tratamiento más efectivo mostró 

una reducción del 62,64 % en comparación con el grupo control (sin tratamiento) en oscuridad. El 

tratamiento más eficaz empleó nanopartículas de oro (AuNPs) de 15 nm de diámetro a 25 ppm. 

 

Palabras clave: Resonancia de Plasma. Ensayo MTT. Inactivación Bacteriana.
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1 INTRODUÇÃO 

A resistência contra antibióticos se tornou um dos grandes problemas globais [1]. A utilização 

de forma inadequada e indiscriminada de antibióticos possibilitou que as bactérias desenvolvessem 

resistência a diversos antibióticos, resultando em bactérias multirresistentes [2,3]. Estima-se que os 

pacientes com Staphylococcus aureus resistente à meticilina tenham (64%) mais chances de morrer do 

que aqueles infectados pela variedade não resistente [4]. Oitenta mil infecções causadas por S. aureus 

resistente à meticilina foram registradas nos Estados Unidos, resultando em mais de 11.000 mortes só 

em 2011 [5]. A amplitude do problema envolvendo bactérias multirresistentes é tão grande que cerca 

de meio milhão de pessoas desenvolveram tuberculose multirresistente em todo o mundo em 2016. 

Em 2019, a Organização Mundial de Saúde (OMS) identificou 32 antibióticos em desenvolvimento 

clínico para combater os patógenos prioritários listados pela organização, dos quais apenas seis foram 

classificados como inovadores [4]. 

Corantes/substâncias fotossensibilizadoras, naturais ou sintéticas, têm sido empregadas no 

tratamento de doenças e combate a microrganismos (bactérias e fungos) pelo processo de terapia 

fotodinâmica (TFD) [6–8]. A TFD consiste na ação de um fotossensibilizador sob iluminação 

promovendo eventos fotofísicos, fotoquímicos e fotobiológicos que destroem de forma seletiva e 

programada o tecido celular dos micro-organismos [9,10]. 

 

1.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS E SUA RESISTÊNCIA A ANTIBIÓTICOS 

O gênero Staphylococcus é composto por bactérias esféricas com diâmetros de 0,5 a 1,5 µm, 

imóveis, não-esporulados e geralmente não-encapsulados, que se agrupam em formato de cacho de 

uva. Este gênero foi detectado pela primeira vez em 1880, tornando-se um dos micro-organismos mais 

comuns nas infecções piogênicas (geradoras de pus) em todo o mundo [11]. 

Esse gênero possui 33 espécies, das quais 17 podem ser isoladas de amostras humanas, fazendo 

parte da microbiota da pele humana normal e de outros sítios anatômicos. A espécie de maior interesse 

médico é a S. aureus, pois provoca diversas infecções em seres humanos [11]. Cepas de S. aureus 

crescem em meios comuns, ágar e caldo simples em pH 7 a 37 ºC. As colônias em placa, mostram-se 

arredondadas, lisas e brilhante, possuindo coloração amarelo-ouro [11]. 

Sua antibioticoterapia teve início, no princípio da década de 1930, com o emprego da 

sulfanilamida. Observou-se já no final daquela década o surgimento das primeiras cepas resistentes. 

Com a penicilina, S. aureus desenvolveu resistência pela produção da betalactamase (hidrolisante do 

anel betalactâmico da penicilina). Em 1944, 5% das S. aureus eram resistentes à penicilina; em 1959, 

80% dessas bactérias se tornaram resistentes, não só a penicilina, como também à amoxicilina e 

ampicilina. Em 1960, descobriu-se a meticilina. Contudo, no começo da década de 1970, aparecem 

com muita rapidez, cepas com resistência à meticilina. Em 2000, as primeiras cepas com resistência à 
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vancomicina (VRSA do inglês Vancomycin Resistant S. aureus) foram encontradas em um hospital de 

referência do município de Queimados, Rio de Janeiro, Brasil. Ainda em 2002, nos EUA foi 

encontrado o primeiro isolado clínico de cepas VRSA. Outras cepas resistentes foram relatadas no 

Japão, França, Reino Unido e Alemanha [11]. A Figura 1 exibe a linha temporal do desenvolvimento 

de resistência da S. aureus. 

 

Figura 1: Linha temporal do desenvolvimento de resistência da S. aureus. 

 
Fonte: Autor. 

 

Esses dados ratificam a necessidade urgente, já reconhecida pela OMS, da descoberta ou síntese 

de novos antibióticos para o tratamento das cepas de S. aureus multirresistentes [12,13]. E neste 

cenário uma recente tecnologia empregada no controle desses microrganismos tem por base a Terapia 

Fotodinâmica. 

 

1.1.1 Escherichia coli e sua resistência a antibióticos 

A E. coli é uma das bactérias mais comuns e mais importantes do gênero Escherichia, está 

constantemente associada a uma variedade de doenças, como gastroenterite e infecções extraintestinais 

como infecções do trato urinário (ITU), meningites e sepses. E. coli é o bacilo Gram-negativo mais 

comum isolado de pacientes com sepse [14]. 

As cepas de E. coli capazes de causar gastroenterite podem ser divididas em grupos, 

destacando-se as cepas: E. coli enterotoxigênica, enteropatogênica, enteroagregativa, produtora de 

toxinas Shiga e enteroinvasiva [14]. A E. coli enterotoxigênica é a causadora mais comuns de doença 

diarreica bacteriana em países em desenvolvimento, tendo uma estimativa de 840 milhões de casos por 

ano. Ela também causa doenças diarreicas em cerca de 30% dos viajantes a estes países. As infecções 

são frequentemente adquiridas pelo consumo de água ou alimentos contaminados com fezes. A E. coli 

enteropatogênica foram as primeiras cepas de E. coli associadas a surtos de doenças diarreicas 

relatados nas décadas de 1940 e 1950. É transmitida através da exposição fecal-oral de produtos 

alimentares ou superfícies contaminadas. A E. coli enteroagregativa é associada a diarreia crônica e 
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atraso do crescimento em crianças. A doença é definida por uma diarreia secretora aquosa, na maioria 

das vezes com células inflamatórias e acompanhada por náuseas, dor abdominal e febre [14]. 

Um número crescente de genes de resistência foi identificado em cepas isoladas de E. coli 

durante as últimas décadas. A resistência antimicrobiana em E. coli é considerada um dos maiores 

desafios em humanos e animais em escala mundial e precisa ser considerada como um verdadeiro 

problema de saúde pública [15]. 

Um estudo de resistência feito com 592 cepas de E. coli mostrou que uma grande parte dessas 

cepas apresetaram taxas elevadas de resistência à ampicilina (99,5%), doxiciclina (95,6%), tetraciclina 

(93,4%), trimetoprima-sulfametoxazol (74,3%), amoxicilina (65,1%), estreptomicina (54,7%) e 

cloranfenicol (50,2%). Resistência a cefalosporinas, quinolonas e aminoglicosídeos também foi 

altamente prevalente. A maioria (81%) das cepas isoladas manifestou resistência a multi-antibióticos. 

Uma das cepas foi resistente a todos os 22 antibióticos testados [16]. 

Em 2016, Yi-Yun Liu et. al relatou o surgimento de resistência à colistina em E. coli, na China 

[17]. A colistina é um antibiótico de amplo espectro da família das polimixinas, considerada como um 

dos antibióticos de “último recurso” no combate a bactérias multirresistentes [7]. 

 

1.1.2 Terapia Fotodinâmica 

A terapia fotodinâmica (TFD) tem como princípio a interação de luz em comprimento de onda 

adequado com um composto não-tóxico, o fotossensibilizador (FS), e oxigênio (disponível no meio) 

resultando em espécies reativas capazes de inviabilizar células e microrganismos. Este resultado 

decorre fundamentalmente da excitação eletrônica do corante pela luz e, dependendo do seu estado 

excitado, da ocorrência de dois mecanismos principais de reação [18–20]. 

O primeiro mecanismo envolve a transferência de elétron (mecanismo tipo I) entre o FS no 

estado tripleto excitado e oxigênio molecular no estado fundamental (tripleto) ( 3O2) do alvo, gerando 

íons-radicais que tendem a reagir com os constituintes do alvo, resultando em produtos oxidados 

(Figura 2). Estes produtos oxidados geram necrose dos tecidos na região tradada [21]. 

 

Figura 2: Esquema do mecanismo tipo I (transferência de elétrons): FS e X indicam o fotossensibilizador e o alvo, 

respectivamente. Onde h𝜈 representa a energia do fóton/luz incidente e CIS significa cruzamento intersistema. 

 
Fonte: Autor. 

 

O segundo mecanismo (mecanismo tipo II) decorre da transferência de energia do 

fotossensibilizador no estado tripleto, com a geração de oxigênio singleto, sendo este altamente 
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citotóxico (Figura 3). O tempo de vida do oxigênio singleto em solução depende da natureza do 

solvente [19]. O mecanismo tipo II é mais desejável por ser responsável pela célula ter morte celular 

programada encolhendo e formando vesículas que são fagocitadas por macrófagos posteriormente, este 

processo é denominado de apoptose, que não provoca danos aos tecidos adjacentes. Como não ocorre 

lise celular, não há vazamento externo do conteúdo citoplasmático, evitando assim, lesão tecidual [21]. 

 

Figura 3: Esquema do mecanismo tipo II (transferência de energia): FS indica o fotossensibilizador e X indica o alvo. 

Onde h𝜈 representa a energia do fóton/luz incidente e CIS significa cruzamento intersistema. 

 
Fonte: Autor. 

 

Procedimentos envolvendo TFD tem sido difundidos nos países do primeiro mundo [22–24]: 

Em 1994, o governo japonês autorizou o emprego de Photofrin® na terapia de câncer de pulmão. Em 

1995, o governo norte-americano autorizou o emprego deste produto na terapia de câncer do esôfago; 

em 1996, foi a vez do governo francês. 

Embora a TFD tenha sido originalmente desenvolvida visando a terapia do câncer em suas 

diversas formas, tem se mostrado útil no tratamento de outras moléstias. Nesse rol incluem-se a 

psoríase [24], degeneração macular da retina, condições autoimunes, arteriosclerose, remoção de 

verrugas na laringe [25], tratamento de micoses fungóides [26], e destruição de infestações bacterianas 

resistentes a tratamentos tradicionais à base de antibióticos [27–33]. Sendo estes dois últimos 

comumente chamados de inativação fotodinâmica. 

 

 1.1.3 Fonte de Luz 

Várias fontes de luz podem ser utilizadas na TFD tópica. As fontes disponíveis para TFD 

pertencem a três grandes grupos: as lâmpadas de amplo espectro (halógenas), os diodos emissores de 

luz (LEDs, Light Emitting Diode) e os lasers (Light Amplification by Stimulated Emission of 

Radiation). As primeiras fontes utilizadas foram as lâmpadas convencionais emitindo luz não coerente 

e policromáticas, com forte componente térmico associado [21]. 

 

1.1.4 Fotossensibilizadores 

Desde o início do século XX, tem-se discutido o emprego de corantes como drogas. Certos 

corantes têm sido empregados como agentes terapêuticos, como é o caso do azul de metileno (AM) e 
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da violeta de genciana (cristal violeta), que possuem ação bacteriostática. Tappeiner, em 1900 [34], 

observou a morte de microrganismos quando expostos à luz solar e ao ar na presença de corantes; 

Tappeiner reportou o princípio de uma nova modalidade clínica para o tratamento do câncer e outras 

moléstias, conhecida como Terapia Fotodinâmica (TFD).  

Os fotossensibilizadores (FSs) são moléculas que têm a propriedade de absorver luz (em um 

certo comprimento de onda) e usar esta energia para produzir espécies reativas de oxigênio (EROs) 

por processos fotofísicos e fotoquímicos, provocando reações químicas nas células e tecidos alvos do 

corpo [35,36]. 

A maioria dos FSs possui um amplo espectro de absorção na região visível, permitindo a 

escolha do comprimento de onda de irradiação para TFD. Os FSs devem ser idealmente: i) não tóxicos 

e sua metabolização não deve criar subprodutos tóxicos; ii) com administração fácil e segura com 

toxidade administrativa mínima; iii) alcançando apenas a região de tratamento, com ativação garantida 

por um comprimento de onda apropriado; iv) estar disponível comercialmente; v) ter sinergia com 

outros tratamentos (cirurgia, quimioterapia, etc.); vi) possuir alto rendimento quântico de formação de 

oxigênio singleto; vii) ser quimicamente puro; e ainda, vii) ter absorção de luz significativa no 

comprimento de onda ideal para penetração profunda na pele [37]. 

A primeira geração de FSs foi baseada em misturas de derivados porfirínicos [23,38,39] que se 

mostraram eficiente no tratamento de tumores malignos ou não. Preferencialmente, o FS deve se 

concentrar no tecido lesado. Em parte, essa seletividade em tumores decorre da associação do FS as 

lipoproteínas do plasma, que o transporta preferencialmente para as células anormais. Isso ocorre pois 

essas células possuem um número exageradamente alto de receptores de lipoproteínas de baixa 

densidade, resultado de sua elevada demanda por colesterol [24]. Já em bactérias a seletividade pode 

ser realizada pelo tempo de internalização do composto, sendo esse tempo menor para células de 

bactérias em relação as células de mamíferos Os FSs de primeira geração não são quimicamente puros, 

causam fotossensibilização prolongada da pele podendo durar de 4 a 6 semanas após o término do 

tratamento, um perfil de baixa absorção do fotossensibilizador nos comprimentos de onda para 

ativação, resultando em baixa penetração nos tecidos [40]. 

A maioria dos “fotossensibilizadores de segunda geração” se assemelham à porfirina, como 

benzoporfirinas, clorinas, texapirinas, ftalocianinas e naftalocianinas. Esses fotossensibilizadores 

possuem: altos coeficientes de rendimento quântico; podem ser usados em regiões mais profundas de 

tecidos de mamíferos (devido ao seus comprimentos de absorção, 660-850 nm); tempo de meia vida 

curto no soro e acumulo seletivo nos tecidos; toxicidade mínima na ausência de luz; e por fim, 

correspondem a compostos puros [22]. Alguns dos FSs disponíveis atualmente são compostos 

altamente hidrofóbicos, frequentemente com longo tempo de retenção nos tecidos. Várias estratégias 

vêm sendo desenvolvidas para melhorar a solubilidade e a especificidade tumoral destes agentes, 
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incluindo a sua conjugação com proteínas carreadoras, oligonucleotídeos, anticorpos monoclonais, 

carboidratos e polímeros hidrofílicos [41]. 

Atualmente, busca-se produzir FSs baseados em nanopartículas para superar alguns desafios, 

por exemplo, melhorar a permeabilidade do FS nas células. Com o uso de um nanomaterial, a eficiência 

da inativação fotodinâmica seria maximizada com a maior penetração do FS através da parede celular. 

Portanto, o desenvolvimento de nanomateriais que absorvem luz e induzem a formação de EROs deve 

contribuir para a eliminação de bactérias resistentes a antibióticos. Estudos mostram que 

nanopartículas de ouro e óxido de grafeno, por exemplo, podem ser úteis nesse contexto, pois, 

absorvem luz visível, bem como têm sido utilizados em diferentes aplicações nas áreas de 

nanomedicina e eletroquímica [5,42]. 

 

1.1.5 Inativação Fotodinâmica 

A inativação fotodinâmica (IFD) foi relatada pela primeira vez em 1900 quando Oscar Raab e 

seu professor Herman Von Tappeiner publicaram o primeiro artigo sobre os efeitos fotodinâmicos com 

base na observação que baixas concentrações do corante de acridina na presença de luz causavam a 

morte do protozoário causador da malária. A primeira aplicação médica é atribuída a Tappeiner & 

Jesionek, em 1903, ao utilizarem por via tópica o corante eosina e luz para tratamento de câncer 

cutâneo. Em 1907, Von Tappeiner e Jodlbauer publicaram um livro-texto sobre essa terapia, no qual 

denominaram este processo de fotossensibilização usado no tratamento de tumor cutâneo e destruição 

de partículas infecciosas, ação fotodinâmica. Desde então, as pesquisas neste ramo buscam novos FS 

e novas fontes de luz. Das possibilidades terapêuticas empregando a TFD, a inativação microbiana é 

uma das mais discutidas atualmente [43]. 

A IFD envolve a combinação de luz e agentes sensíveis à luz em um ambiente rico em oxigênio 

de forma sinergética, mostrando-se como uma próspera estratégia para eliminação de infecções 

bacterianas [44,45]. A fotoinativação bacteriana depende da concentração do FS e do comprimento de 

onda da luz, bem como da duração e intensidade da irradiação (dose). O efeito bactericida é rápido e 

altamente localizado. Não interfere com outros locais do corpo, uma vez que a aplicação do FS ocorre 

apenas na área infectada. Além disso, o procedimento pode ser repetido, pois não apresenta toxicidade 

cumulativa [46]. Por sua vez, o evento citotóxico depende da produção de 1O2 ou radicais livres 

gerados em vários locais no micro-organismo alvo tornando improvável o desenvolvimento de 

resistência como resultado do procedimento [47]. 

 

1.1.6 Nanopartículas de ouro (AuNPs) 

Nanopartículas (NPs) podem ser classificadas de acordo com sua composição química e 

propriedades físico-químicas. Elas podem ser produzidas por métodos físicos ou químicos (Figura 4). 
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Os métodos físicos top-down são classificados pela produção a partir do material a granel, reduzido 

por moagem, raspagem, decomposição térmica etc. Os métodos químicos bottom-up partem dos 

componentes moleculares para gerar o crescimento dos aglomerados adotando, por exemplo, síntese 

eletroquímica [48,49]. 

 

 

Figura 4: Esquema das técnicas para fabricação de NPs: bottom-up e top-down. 

 
Fonte: Autor. 

 

NPs metálicas tem potencial para catálise, transporte e outras aplicações nas ciências biológicas 

e médicas [50]. Essas nanopartículas exibem o efeito de ressonância de plasmon de superfície, causado 

pela interação dos elétrons livres (camada de condução) com a luz incidente. Este efeito depende de 

propriedades como geometria da partícula, características físico-químicas da superfície, estado de 

agregação e dimensões. Em geral, as soluções aquosas de nanopartículas de ouro (AuNPs) 

estabilizadas com citrato são soluções coloidais vermelhas com banda de absorção plasmônica em 

torno de 550 nm. O plasmon de superfície tem sido usado para avaliar mudanças nas propriedades da 

AuNPs mediante interação com macromoléculas orgânicas naturais, como substâncias húmicas [48]. 

 

1.1.7 AuNPs e S. aureus. 

Recentemente, as NPs têm sido usadas como um método alternativo para o tratamento de várias 

infecções bacterianas resistentes a antibióticos [51]. De acordo com Elbehiry et al., a atividade 

antimicrobiana de AuNPs é reforçada por sua maior área de superfície (com cargas) por unidade de 

volume em relação a área por volume de Au com dimensões superiores a ordem de nanômetros [52]. 

Vários pesquisadores relataram a ação antibacteriana de AuNPs contra microrganismos em humanos, 

mas os resultados das mínimas concentrações inibitórias (MICs) para E. coli e S. aureus não foram 

estatisticamente significativos para AuNPs de 7 nm e 16 nm [31,53,54]. 

Como as NPs podem matar bactérias por adesão direta à suas paredes celulares sem a 

necessidade de perfurar as células, a maioria dos mecanismos de resistência a antibióticos tornam-se 

irrelevantes. Isso aumenta a expectativa de que as bactérias são menos propensas a resistir as NPs do 

que aos antibióticos [51]. Em geral, o mecanismo antimicrobiano de ação das NPs está associado: 
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indução de estresse oxidativo [55], liberação de íons metálicos [56], ou mecanismos não-oxidativos 

[57]. Esses três tipos de mecanismos podem ocorrer ao mesmo tempo.  

Poucos estudos têm sido realizados em microrganismos para avaliar se doses subletais de NPs 

também resultam em resistência [52]. Embora os potenciais efeitos adversos das NPs estejam atraindo 

cada vez mais a atenção, nenhum teste robusto foi realizado [31,58]. 

Shamaila et al., em 2016, estudou a atividade antibacteriana de AuNPs (em diâmetros de 7-34 

nm) contra E. coli, Bacillus subtilis, S. aureus, e Klebsiella pneumonia e determinou que as MICs de 

AuNPs contra as bactérias testadas foram 2,93; 7,56; 3,92; e 3,15 μg mL-1, respectivamente. Além 

disso, Li et al., em 2014, relatou que vários tamanhos de AuNPs inibiram com sucesso o crescimento 

de várias bactérias multirresistentes, incluindo S. aureus [59]. 

Monteiro et al., em 2020, testou AuNPs (∼ 5,5.1013 partículas mL-1), LED (630 ± 10 nm, 125 

mW, 192 s, 12 J cm-2) e AuNPs + LED para fotoinativar S. aureus. Os pesquisadores observaram que 

o LED proporciona um aumento (327,75%) de UFC (unidades formadoras de colônias) quando 

comparado ao grupo controle escuro. Ainda, o grupo AuNPs escuro exibiu redução (90,40%) na 

contagem de UFC em relação ao grupo controle escuro. Por sua vez, o grupo AuNPs + LED apresentou 

redução (99,07%) da carga microbiana [42]. 

O mecanismo subjacente à ação antimicrobiana de AuNPs já foi estudado anteriormente. Foi 

sugerido que a ligação entre NPs e componentes da célula bacteriana pode causar comprometimento 

da membrana celular, levando à morte celular. Em geral, a ação de AuNPs é paralela à dos íons Au 

[60,61]; os íons reagem não apenas com grupos de tiol e inibem enzimas respiratórias [62], mas 

também com os grupos de enxofre e fósforo do DNA [63]. Segundo Maliszewska et al., um possível 

mecanismo para AuNPs promover inativação é induzindo aquecimento no meio após absorver radiação 

na sua região de plasmon que corresponde a banda de 510-525 nm [64]. 

Sabe-se que menores NPs têm maior efeito antimicrobiano devido a sua maior relação 

superfície‐volume, aumentando sua interação com a superfície bacteriana. Em 2018, Lee et al. estudou 

o modo de ação das AuNPs em E. coli e reportaram que estas NPs induziram a morte celular apoptótica 

bacteriana por danificar rigorosamente o DNA [65]. Além disso, altos níveis de espécies de oxigênio 

reativo intracelular e redução da glutationa foram observados em células tratadas com AuNPs. 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

Avaliar a atividade antimicrobiana de AuNPs em diâmetros de 15 e 75 nm no processo de 

fotoinativação de S. aureus e E. coli. 
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

➢ Caracterização da janela óptica das AuNPs (15 e 75 nm) por absorção UV-vis (200-900 nm). 

➢ Avaliar a concentração inibitória de AuNPs com cepas de S. aureus e E. coli por ensaio in vitro 

usando brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). 

➢ Quantificar o potencial antimicrobiano de AuNPs em função da concentração e do diâmetro 

por meio de experimentos in vitro determinando a capacidade em fotoinativar as bactérias de 

S. aureus. 

 

3 METODOLOGIA 

3.1 NANOMATERIAL 

Nanopartículas de ouro, esféricas com diâmetros recorrentes (seguindo uma distribuição 

normal) de 15 e 75 nm da marca nanoComposix®, com cobertura de polímero PVP, lote DAG2717, 

foram empregadas nos ensaios. As soluções de AuNPs foram preparadas em meio aquoso em 

concentrações de 250, 200, 100, 50 e 25 ppm para cada diâmetro (15 e 75 nm) (Figura 5). 

 

Figura 5: Da esquerda para direita: solução aquosa de AuNPs (75 nm) à 250, 200, 100 e 50 ppm. 

 
Fonte: Autor. 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO ÓPTICA 

O espectro de absorção UV-vis das soluções aquosas de AuNPs nos diâmetros de 15 e 75 nm 

à 20 e 25 ppm foram obtidos em um espectrofotômetro (Perkin Elmer modelo LAMBDATM
 256 

UV/Vis). O espectro foi registrado entre 200 e 900 nm usando uma cubeta de quartzo com quatro faces 

polidas e caminho óptico de 10 mm. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente. 

 

3.2.1 Fotoinativação in vidro empregando o ensaio MTT 

 Os experimentos foram realizados com cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e 

Escherichia coli (ATCC 25922). As cepas são mantidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) 

acrescidas de glicerol a 20% (V/V) (Figura 6) e armazenadas em ultra freezer. As suspensões 

bacterianas foram preparadas a partir do estoque em tubo eppendorf mantido no freezer. Foram 
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inoculados 40 μL do estoque em 80 mL de caldo BHI (Figura 7 A), em seguida, a solução foi mantida 

sob agitação de 120 rpm à 37 ºC durante 24 h para o crescimento bacteriano (Figura 7). 

 

Figura 6: Estoque das cepas mantidas em Caldo Brain Heart Infusion (BHI) acrescidas de glicerol a 20% (V/V) e 

armazenadas em ultra freezer dentro de tubos eppendorf. 

 
Fonte: Autor. 

 

Figura 7: (A) Caldo BHI sem crescimento de cepas bacterianas; (B) Caldo BHI com cepas crescidas de E. coli (esquerda) 

e S. aureus (direita). 

 
Fonte: Autor. 

 

Após o crescimento (Figura 7 B), o inóculo foi diluído em solução fisiológica até a obtenção 

da turvação de 1,0 da escala de McFarland (Figura 8). Em seguida, foram adicionados 250 µL de 

solução contendo as concentrações de 20, 50, 100, 200 e 250 ppm de AuNPs de cada tanho em 

diferentes tubos eppendorf com 250 µL de caldo no padrão 1,0 na escala de McFarland. Obtendo no 

final as concentrações de (i) 0,0 (ii) 10 (iii) 25 (iv) 50 (v) 100 e (vi) 125 ppm. No final temos 5 tubos 

eppendorf contendo a AuNP, em cada uma das concentrações já mencionadas, e as bactérias na 

concentração de 1,5 x 108 UFC mL-1 (0,5 na escala de McFarland) para o diâmetro de 15 nm e outros 

5 tubos eppendorf com as mesmas concentrações para o diâmetro de 75 nm, além, é claro, do grupo 

(i) controle negativo (0,0 ppm). O processo de adição das soluções de AuNPs foi repetido para as duas 

bactérias e no final teve-se 22 tubos eppendorf. Todos os tubos foram envoltos em papel alumínio e 

incubados sob agitação (120 rpm) durante 1 h à 37 ºC para internalização das AuNPs (inclusive na 

concentração 0,0 ppm). 
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Figura 8: Solução de caldo da S. aureus (A) diluída em solução salina ao lado do padrão comercial de turbidez 1,0 

McFarland (B). 

 
 

Fonte: Autor. 

 

Decorrido a internalização, 200 µL de cada amostra foram retirados e dispostos em duas 

microplacas de 96 poços separadamente – (i) irradiado – S. aureus e E. coli (ii) Escuro – S. aureus e 

E. coli. Para o grupo irradiado (i) a placa foi exposta à luz proveniente de um sistema de LEDs 

operando com comprimento de onda de 550 nm em potência de 2 mW cm-2 durante 2 h, resultando em 

uma dose de 14,4 J cm-2 (Figura 9). A microplaca do grupo controle (ii) escuro foi protegida da luz 

durante 2 h. 

 

Figura 9: Grupo de bactérias irradiadas no sistema de LEDs. 

 
Fonte: Autor. 

 

Posterior a irradiação, os grupos escuros foram adicionados na mesma placa do grupo irradiado. 

Após a disposição de todos os grupos na mesma placa, todos os poços, de ambos os grupos, tiveram o 

volume de 100 µL retirados. Após a retirada do volume, todos os poços receberam 10 µL do corante 

MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) à 5 ppm (em solução tampão fosfato 

salino).  

Na sequência à adição do MTT, as microplacas foram protegidas e levadas à estufa à 37 ºC sob 

agitação por 4 h para que as bactérias metabolizassem o MTT e excretarem os cristais. Após a 

metabolização do MTT, foram adicionados 200 µL de álcool isopropílico nos poços com bactéria. 

Após adição do isopropílico, as placas foram protegidas e levadas para agitação por 12 h à temperatura 

ambiente. 

  

(A) 
(A) (B) 

(B) 
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3.2.2 Experimentos de Fotoinativação in vitro com plaqueamento de S. aureus 

O meio de crescimento PCA (Plate Count Agar) foi preparado à 23,5 g L-1 em meio aquoso 

(Figura 10). O meio após ser autoclavado foi vertido em placas de Petri. As placas com PCA foram 

armazenadas em geladeira até solidificação para posterior plaqueamento. 

 

Figura 10: Meio PCA antes de ser autoclavado (líquido). 

 
Fonte: Autor. 

 

Os experimentos foram realizados com cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923). As cepas 

são mantidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) acrescidas de glicerol a 20% (V/V) (Figura 6) e 

armazenadas em ultra freezer. As suspensões bacterianas foram preparadas a partir do estoque em tubo 

eppendorf mantido no freezer. Foram inoculados 40 μL do estoque em 80 mL de caldo BHI (Figura 7 

A), em seguida, a solução foi mantida sob agitação de 120 rpm à 37 ºC durante 24 h para o crescimento 

bacteriano. 

Após o crescimento, o inóculo foi diluído em solução fisiológica até a obtenção da turvação de 

1,0 da escala de McFarland. Em seguida, foram adicionados 250 µL de solução contendo as 

concentrações de 20 e 50 ppm de AuNPs de cada tanho em diferentes tubos eppendorf com 250 µL de 

caldo no padrão 1,0 na escala de McFarland. Obtendo no final as concentrações de (i) 0,0 (ii) 10 (iii) 

25 ppm. No final temos 2 tubos eppendorf contendo a AuNP, em cada uma das concentrações já 

mencionadas, e as bactérias na concentração de 1,5 x 108 UFC mL-1 (0,5 na escala de McFarland) para 

o diâmetro de 15 nm e outros 2 tubos eppendorf com as mesmas concentrações para o diâmetro de 75 

nm, além, é claro, do grupo (i) controle negativo (0,0 ppm). Todos os tubos foram envoltos em papel 

alumínio e incubados sob agitação (120 rpm) durante 1 h à 37 ºC para internalização das AuNPs 

(inclusive na concentração 0,0 ppm). 

Decorrido a internalização, 200 µL de cada amostra foram retirados e dispostos em duas 

microplacas de 96 poços separadamente – (i) irradiado (ii) Escuro. Para o grupo irradiado (i) a placa 

foi exposta à luz proveniente de um sistema de LEDs operando com comprimento de onda de 550 nm 
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em potência de 2 mW cm-2 durante 3 h. A microplaca do grupo controle (ii) escuro foi protegida da 

luz durante 3 h. 

Posterior a irradiação, foram realizadas diluições seriadas até 1:32, para ambos os grupos, 

irradiado e não-irradiado (escuro). A diluição 1:32 foi empregada no plaqueamento. Foram retirados 

separadamente 1 μL de cada poço da diluição 1:32 e semeados por técnica de espalhamento nas placas 

contendo meio PCA. Em seguida, as placas foram dispostas em estufas à 37 ºC durante 24 h para o 

crescimento bacteriano. 

Após o crescimento bacteriano, as UFCs foram contadas, avaliando-se a morte das bactérias 

frente ao efeito físico e fotofísicos das AuNPs nos diâmetros de 15 e 75 nm em concentrações de 10 e 

25 ppm. Todas as análises foram realizadas em duplicata. As análises estatísticas de variância dos 

resultados foram realizadas adotando o teste t-student. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 CARACTERIZAÇÃO ÓPTICA 

A Figura 11 mostra os espectros de absorção UV-vis das soluções aquosas de AuNPs à 20 e 25 

ppm para os diâmetros de 15 e 75 nm. 

 

Figura 11: Espectros de absorção das soluções aquosas de AuNPs (75 nm) à 25 e 20 ppm e AuNPs (15 nm) à 25 e 20 

ppm. 

 
Fonte: Autor. 

 

O espectro da amostra contendo AuNPs com diâmetro de 75 nm (em ambas as concentrações) 

apresenta uma banda de absorção em torno de 550 nm, já a amostra com diâmetro de 15 nm (nas duas 
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concentrações) exibe um pico de absorção em torno de 525 nm. Comparando os espectros das amostras 

contendo nanopartícula com mesmo diâmetro, por exemplo 75 nm, é possível ver que a absorbância 

diminui com a concentração, isso podendo ser decorrência da saturação do equipamento em virtude da 

alta concentração de AuNPs. Comparando-se diâmetros diferentes na mesma concentração é possível 

verificar que a absorção diminui em função da redução do diâmetro das AuNPs. Também é possível 

notar uma ampla faixa de absorção na região ultravioleta próximo na região entre 200-600 nm. É 

visível que as amostras com maiores diâmetros tiveram sua região de plasmon deslocada para o 

vermelho (maiores comprimento de onda), região de menor energia. A Figura 11 mostra ainda que as 

AuNPs com menores diâmetros tem sua banda de plasmon mais larga. 

O desvio para o vermelho (redshifts), resultante do aumento de diâmetro das NPs, é devido à 

maior densidade de cargas nas nanopartículas, proporcionando ao sistema uma maior inércia 

oscilatória, modificando a frequência natural de oscilação para menores energias. O alargamento da 

banda de absorção plasmônica, ocorre uma vez que a densidade eletrônica não oscila em fase 

(homogeneamente), ocasionando que diferentes densidades eletrônicas sejam excitadas em diferentes 

frequências [66]. 

 Devida à alta absorção na região em torno de 525-550 nm (região de plasmon das AuNPs) 

adotamos como fonte de excitação nos bioensaios de fotoinativação LEDs operando em 550 nm. 

 

4.2 FOTOINATIVAÇÃO IN VIDRO EMPREGANDO O ENSAIO MTT 

O ensaio com MTT permitiu constatar visualmente que algumas concentrações possuem um 

maior efeito inibidor. As concentrações que mais inibem o crescimento de cepas são indicadas pelos 

poços com menos coloração. A Figura 12 mostra uma linha de poços com AuNPs (75 nm) que 

receberam MTT e, logo abaixo, poços com o mesmo tratamento, mas sem adição de MTT. Por sua 

vez, também pode-se ser visto uma linha de poços com AuNPs (15 nm) sem MTT e, logo abaixo, 

poços com o mesmo tratamento, mas que receberam o MTT. Todos os poços receberam isopropílico 

para criar a mesma diluição e coluna de fluido no intuito de melhorar a comparação visual.  
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Figura 12: Microplaca de 96 poços com os grupos irradiados e não-irradiados com as diferentes concentrações de AuNPs 

(ppm) empregadas nos diâmetros 75 nm (primeiro bloco de colunas) e 15 nm (segundo bloco de colunas) para a S. aureus 

e E. coli. A figura indica ainda os tratamentos com MTT + isopropílico contornados pelos retângulos. 

 
Fonte: Autor. 

 

Os grupos sem AuNPs, tratados com MTT, apresentaram poços levemente mais claros após 

irradiação, para ambas as bactérias. É possível ver que as soluções irradiadas de AuNPs (75 nm) tem 

menos pigmentação que os grupos não-irradiados deste diâmetro, para a E. coli, já para a S. aureus 

não teve diferença visual. Nas soluções contendo nanopartículas com diâmetro de 15 nm, fenômeno 

de menor pigmentação também ocorre para os grupos irradiados sendo mais evidente para E. coli. 

De forma geral, aparentemente a coloração, e consequentemente metabolização do MTT, é 

menor para os poços com E. coli irradiados com relação aos poços contendo S. aureus submetido ao 

mesmo tratamento. Além disso, nota-se que baixas concentrações de nanopartículas provocam maior 

redução de coloração ao comparar soluções irradiadas e não irradiadas, justificando o uso das 

concentrações 10 e 25 ppm nos bioensaios de fotoinativação. 

 

4.2 EXPERIMENTOS DE FOTOINATIVAÇÃO IN VITRO COM PLAQUEAMENTO DE S. 

AUREUS 

A Figura 13 mostra o crescimento de UFCs após o plaqueamento, apresentando quantias 

consideráveis de UFCs em todos os grupos estudados. 
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Figura 13: Unidades formadoras de colônia plaqueadas em meio Agar após ensaio fotodinâmico com AuNPs, para os 

grupos irradiados e não-irradiado. 

 
Fonte: Autor. 

 

A Figura 13 mostra os agrupamentos de S. aureus nos diversos arranjos de cadeias possíveis 

para esta bactéria, bem como mostra sua coloração amarelo-ouro destacada. 

A Figura 14 mostra a redução da viabilidade das bactérias nos grupos tratados somente com 

AuNPs considerando a contagem de UFCs. Os grupos irradiados apresentaram redução ainda mais 

expressiva de UFCs que seus respectivos controles com AuNPs não-irradiados. 

 

Figura 14: Unidades Formadoras de Colônias (UFC.mL-1) em função do tratamento empregado contra S. aureus. 

*Redução de 62,64 % em relação ao grupo controle (0 ppm) não-irradiado e redução de 59,98 % em relação ao grupo 

controle (0 ppm) irradiado. 

 
Fonte: Autor. 
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O grupo irradiado sem AuNPs não exibiu redução em relação ao grupo não-irradiado. Além 

disso, todos os grupos, irradiado e não-irradiado, apresentaram redução de UFCs em relação aos grupos 

controles sem AuNPs. O Test t-student foi realizado em pares de grupos para verificar a existência de 

diferença significativa (p < 0,05). Os resultados são exibidos na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Comparativo do número médio de UFC mL-1, pelo teste t-student (p<0,05), nos grupos mostrados na Figura 14, 

onde (N) são os não-irradiados e (I) são os irradiados. Os grupos são denominados em termos do diâmetro (nm) e 

concentração de AuNPs (ppm) – [diâmetro(concentração)(grupo)]. 

Grupos comparados Variância significativa? 

0 (N) – 0 (I) Não 

15 (10) (N) – 15 (10) (I) Não 

15 (25) (N) – 15 (25) (I) Sim 

75 (10) (N) – 75 (10) (I) Sim 

75 (25) (N) – 75 (25) (I) Sim 

15 (10) (I) – 75 (25) (I) Sim 

15 (25) (I) – 75 (10) (I) Não 

0 (N) – 15 (10) (N) Sim 

0 (N) – 15 (25) (N) Sim 

0 (N) – 75 (10) (N) Sim 

0 (N) – 75 (25) (N) Sim 

15 (10) (N) – 75 (25) (N) Sim 

15 (25) (N) – 75 (10) (N) Não 

0 (I) – 15 (10) (I) Sim 

0 (I) – 15 (25) (I) Sim 

0 (I) – 75 (10) (I) Sim 

0 (I) – 75 (25) (I) Sim 

0 (N) – 15 (10) (I) Sim 

0 (N) – 15 (25) (I) Sim 

0 (N) – 75 (10) (I) Sim 

0 (N) – 75 (25) (I) Sim 

0 (I) – 15 (10) (N) Sim 

0 (I) – 15 (25) (N) Sim 

0 (I) – 75 (10) (N) Sim 

0 (I) – 75 (25) (N) Sim 

Fonte: Autor. 

 

Os grupos que não apresentam diferença significativa de UFCs são os grupos sem AuNPs (não-

irradiado e irradiado); os grupos irradiado e não-irradiado tratado com 15 nm à 10 ppm; os grupos 

irradiados tratados com 15 nm à 25 ppm e com 75 nm à 10 ppm; e os grupos não-irradiados tratados 

com 15 nm à 25 ppm e com 75 nm à 10 ppm. 

Todos os demais grupos, de acordo com a Tabela 1, mostram redução significativa com relação 

aos controles. Por exemplo, comparando o grupo 15 nm (10 ppm) e 75 nm (25 ppm), detectou-se 

diferença significativa, bem como os grupos 75 nm (10 ppm) e 15 nm (10 ppm). Contudo, não foi 

observado nenhuma redução expressiva nas UFCs, já que se buscam reduções de aproximadamente 

99.99%. 

Até o momento não é possível comparar os dados com a literatura, pois nos trabalhos 

envolvendo AuNPs [67–72] para fotoinativação de S. aureus não foram fornecidos detalhes a respeito 
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do recobrimento das AuNPs. Sendo que, por exemplo, o polímero de recobrimento (PVP) pode inibir 

a geração de íons, sendo o efeito das AuNPs paralela aos dos íons, resultando em um menor efeito 

químico e enfatizando o efeito fotofísicos da excitação (na região de plasmon) dos elétrons na camada 

de condução das AuNPs e sua consequente ejeção. O presente estudo adotou AuNPs recobertas com 

PVP. Além disso, a faixa de AuNPs relatada em literatura abrange de 5-34 nm, logo as AuNPs de 75 

nm foram pela primeira vez testadas na presente pesquisa. 

 

5 CONCLUSÃO 

Os espectros de absorção das soluções de AuNPs demostram que a região de plasmon das 

AuNPs encontra-se em torno de 550 nm, possibilitando identificar a faixa espectral de excitação e, por 

consequência, a fonte de excitação usada nos bioensaios de inativação fotodinâmica. O ensaio com 

MTT mostrou uma redução relativa de pigmentação dos grupos tratados com luz e AuNPs nas 

concentrações mais baixas. A redução de pigmentação foi ainda mais expressiva para E. coli do que 

para a S. aureus o que pode indicar que a E. coli é mais suscetível à AuNPs. Provavelmente o teste 

com MTT deve ser dispensado quando o composto empregado irá apresentante forte pigmentação e 

turbidez ao ponto de interferir na visualização dos cristais diluídos. 

O plaqueamento de S. aureus tratada com soluções de AuNPs nos diâmetros de 15 e 75 nm nas 

concentrações de 10 e 25 ppm, apesar de mostrar redução estatisticamente significativas, não revela 

uma redução expressiva de UFCs. A inexpressiva redução de UFCs indica que AuNPs não é um 

eficiente fotoinativador de S. aureus adotando os protocolos aqui reportados. A fotoinativação pouco 

eficaz de S. aureus pode ser devido a cobertura das AuNPs com PVP; a utilização de AuNPs não 

recobertas deve ser testada. 
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