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RESUMO 

Staphylococcus aureus são historicamente reconhecidos como importantes 

patógenos humanos. São bactérias esféricas e Gram positivas constituintes da 

microbiota normal da pele e mucosa de grande parte dos mamíferos, incluindo 

os seres humanos. Fatores orgânicos como imunidade do hospedeiro e 

integridade da barreira cutânea, bem como fatores inatos ao microrganismo 

como virulência, contribuem para que a condição de simbiose inicial se torne 

uma relação patogênica, resultando desde afecções cutâneas e subcutâneas 

simples até as infecções sistêmicas graves. Não obstante sua intrínseca de 

virulência, desde o emprego na prática clínica da Penicilina na década de 1940, 

estas bactérias começaram a desenvolver resistência. A ascensão de cepas de 

MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) insensíveis à múltiplos 

antibióticos empregados na prática clínica é um fenômeno preocupante, pois, 

além reduzir as opções terapêuticas contribuiu para a disseminação mundial 

dessa agente, ameaçando a saúde pública na medida em que aumenta a 

mortalidade, morbidade e custos do tratamento. Neste sentido, novas 

estratégias clínicas são necessárias e urgentes, e dentre elas, a vetorização de 

antibióticos através de campo magnético tem se mostrado uma técnica 

promissora. O direcionamento magnético permite, além da entrega seletiva do 

fármaco no local da infecção, a ampliação local de campo magnético altíssimo, 

alterando o microambiente bacteriano. Nesse sentido, o presente trabalho teve 

como objetivo estudar a ação do antibiótico, Oxacilina, vetorizado com 

nanopartículas magnéticas no tratamento de infecção de pele e subcutâneo de 

rato, provocada por Staphylococcus aureus multirresistente. As partículas 

magnéticas sintetizadas, ligadas ao fármaco e caracterizadas foram testadas in 

vivo frente à modelos de infecção com cepa MRSA CCBH 4395 (Fiocruz - RJ) 

e os resultados indicaram alta concentração do fármaco radiomarcado no local 

da infecção e revelaram redução significativa no crescimento de UFC em 

amostras dos animais tratados com o sistema de fármaco magnético, e mesmo 

daqueles tratados unicamente com o vetor magnético. Esses resultados 

promissores apontam, talvez, para um novo paradigma de tratamento 

antibiótico sem moléculas químicas, mas pela ação do campo magnético. 

 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, magnetita, MRSA, ratos. 
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ABSTRACT 

Staphylococcus aureus are historically recognized as important human 

pathogens. They are spherical and Gram positive bacteria constituting the 

normal microbiota of the skin and mucosa of most mammals, including humans. 

Organic factors such as host immunity and integrity of the skin barrier, as well 

as factors innate to the microorganism as virulence, contribute to the initial 

symbiosis condition becoming a pathogenic relationship, resulting from simple 

cutaneous and subcutaneous conditions to severe systemic infections. Despite 

its intrinsic virulence, since the use in the clinical practice of Penicillin in the 

1940s, these bacteria began to develop resistance. The increase of methicillin 

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) insensitive to the multiple antibiotics 

employed in clinical practice is a worrying phenomenon, since, in addition to 

reducing the therapeutic options, it has contributed to the worldwide 

dissemination of this agent, threatening public health as it increases mortality, 

morbidity and treatment costs. In this sense, new clinical strategies are 

necessary and urgent, and among them, the vectorization of antibiotics through 

magnetic field has been shown to be a promising technique. Magnetic targeting 

allows, in addition to the selective delivery of the drug at the site of infection, the 

local magnification of a very high magnetic field, altering the bacterial 

microenvironment. In this sense, the present study aimed to study the action of 

the antibiotic, Oxacillin, vectorized with magnetic nanoparticles in the treatment 

of skin and subcutaneous rat infections caused by multiresistant 

Staphylococcus aureus. The synthesized, drug bound and characterized 

magnetic particles were tested in vivo against models of infection with MRSA 

strain CCBH 4395 (Fiocruz - RJ) and the results indicated high concentration of 

the radiolabeled drug at the site of infection and revealed a significant reduction 

in the growth of CFU in samples from animals treated with the magnetic drug 

system, and even from those treated solely with the magnetic vector. These 

promising results point, perhaps, to a new paradigm of antibiotic treatment 

without chemical molecules, but throught the action of the magnetic field. 

 

Key words: Staphylococcus aureus, magnetite, MRSA, rats. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O primeiro relato sobre bactérias piogênicas, organizadas em 

aglomerados de cocos, que poderiam causar doenças no homem é de 1880, 

do cirurgião escocês Sir Alexander Ogston. Além de denomina-las 

“staphylococcus”, cacho de uvas do grego staphyle, o médico fez experimentos 

cuidadosos observando sua proliferação e os sintomas da doença que 

causavam (1). 

Atualmente, sabe-se que Staphylococcus aureus são bactérias gram-

positivas esféricas, de aproximadamente 1 μm de diâmetro, que devido 

separação celular incompleta ficam com o aspecto de cacho de uvas descrito 

por Ogston (2). Essas são identificadas frente a testes bioquímicos positivos 

para catalase e coagulase, crescem em meio contendo até 10 % de cloreto de 

sódio e temperatura ótima entre 35 e 40ºC (1, 3).  

O gênero Staphylococci é encontrado colonizando animais de sangue 

quente, e, em associação com outras bactérias gram-positivas exercem papel 

importante de metabolismo de produtos da pele e glândulas que poderiam 

servir de substrato para microrganismos patogênicos (1). Várias espécies 

desse gênero são constituintes da microbiota do humano saudável (4-6). 

Entretanto, o S. aureus é frequentemente relacionado como um dos mais 

importantes patógeno oportunista, hábil em colonizar, invadir e causar dano ao 

hospedeiro provocando inúmeras infecções e manifestando-se, inclusive, na 

ausência de fatores predisponentes do hospedeiro (7-9). Vale ressaltar que 

estudos recentes tem demonstrado que alguns indivíduos são geneticamente 

mais susceptíveis a desenvolver infecções por S. aureus, inclusive infecções 

de repetição (10-12). 

A resposta imune do organismo estabelece gargalos de sobrevivência 

para a população bacteriana, limitando sua capacidade de crescimento e 

reduzindo sua diversidade. Essa têm os neutrófilos e macrófagos como 

primeira linha de defesa.  Contudo, o S. aureus possui inúmeros mecanismos 

de escape para sobreviver à investida do sistema imunológico (2, 7, 13, 14), 

como ancoradores de superfície que aderem ao tecido ou matriz extracelular, 
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impedindo o clearance da bactéria (15); síntese de moléculas que impedem a 

ação do sistema imune por bloqueio da cascata de identificação e opsonização 

do complemento (16); liberação de inibidores da quimiotaxia das células de 

defesa do organismo (17, 18); produção de proteínas que se ligam à porção Fc 

de anticorpos IgG, impedindo o reconhecimento bacteriano (19); formação de 

biofilmes (20); e a liberação de substância que promovem a lise celular (2, 10, 

14, 21). Estudos desses mecanismos têm sido essencial para pesquisas no 

campo da imunoterapia (10). 

Devido à alta eficiência em evadirem-se aos mecanismos de defesa do 

organismo, contágios por S. aureus são associadas a altas taxas de 

morbimortalidade (14). Tendo nas infecções de pele e tecidos moles – IPTMs, 

os eventos de maior frequência observados com esse patógeno (6, 14). 

A disseminação da bactéria pode acontecer pela formação de aerossol, 

perfazendo cerca 10 % dos casos (2). Mas, é pelas mãos que ocorre a principal 

forma de transmissão, especialmente no ambiente hospitalar, o que rendeu, 

inicialmente, a notoriedade de problema nosocomial (22-24).  

Durante a década de 50 apareceram os primeiros relatos de resistência 

(25). O consumo crescente e indiscriminado de antibióticos criou o ambiente 

propício para o aparecimento de mutações, e, em menos de 10 anos do 

descobrimento da Penicilina, a resistência do S. aureus já preocupava (26).  

Inicialmente, a produção de enzimas extracelulares, penicilinases, 

capazes de clivar o anel -lactâmico, farmacóforo da Penicilina, foi observada 

(27).  Mas, o isolamento do ácido 6-aminopenicilânico (6-APA) tornou possível 

a produção de Penicilinas semissintéticas com proteção do anel contra a ação 

hidrolítica das penicilinases (28). Os primeiros desses agentes antimicrobianos 

disponíveis para uso clínico foram a Meticilina, comercializado nos EUA, e seu 

análogo comercializado no Brasil, a Oxacilina, que solucionaram 

temporariamente o problema já que em poucos anos foi isolado 

Staphylococcus aureus meticilino-resistente (MRSA) (28, 29).  

A resistência à Meticilina foi associada a alterações nas PBP’s 

(Penicillin-Bound Protein), proteínas transpeptidades essenciais para 

biossíntese de parede celular, na qual os fármacos -lactâmicos se ligavam. 
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Então, a codificação de PBP’s com baixa afinidade de ligação à Penicilina 

(PBP2a) impediu o bloqueio -lactâmico fazendo a bactéria resistir mais uma 

vez aos fármacos utilizados (27, 30).  

Esforços concentrados para sobrepor o problema da resistência levaram 

ao desenvolvimento de substitutos da Meticilina com melhor absorção oral 

(Cloxacilina, Flucloxacilina e Cefalosporinas) que se mostraram importantes no 

tratamento de cepas resistentes, tanto que durante os anos 80 e 90, poucos 

relatos de casos de MRSA foram observados pelo mundo (22).  Mas, novas 

mutações e a facilidade de aquisição de genes que conferem multirresistência, 

conduziram o S. aureus ao título de patógeno mais prevalente causador de 

infecção hospitalar em todo mundo (31). Entretanto, apesar da severidade do 

tema, no Brasil ainda são poucos os relatos científicos sobre a incidência e 

prevalência de MRSA (32). 

Os fármacos em uso atual na terapia anti-MRSA são: Vancomicina, 

Teicoplamina, Arbecacina, Linezolida e Daptomicina, medicamentos de alto 

custo e que estão sendo cada dia mais requisitados na clínica (33-38). O 

tratamento de microrganismos multirresistentes aumenta muito os custos 

hospitalares pelo uso de múltiplos antibióticos caros e hospitalização 

prolongada, além do custo social pela falta de trabalho, sofrimento e morte (39, 

40). 

As estratégias de manejo de infecções por bactérias multirresistentes 

têm direcionado esforços na descoberta de metodologias para diagnóstico 

diferenciado de clones de alto risco, ou de marcadores de virulência (9).  Na 

terapêutica, a pesquisa tem procurado novos alvos específicos nas bactérias e 

desenvolver terapias de imunização (41, 42), até então sem muito êxito; 

entretanto o desenvolvimento de fármacos análogos e o emprego de terapia 

adjuvante têm aberto novos horizontes (9, 33, 43). 

O estudo de novas moléculas antibacterianas é de grande importância 

para a saúde, contudo, a perspectiva de curto tempo de mercado devido à 

resistência, não é o estímulo adequado para as empresas investirem em 

Pesquisa e Desenvolvimento de antibióticos realmente novos (44). Nesse 

sentido, a produção de análogos (moléculas com alterações nas cadeias 
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laterais de farmacóforos consagrados) e o resgate de moléculas antigas 

parecem os caminhos menos dispendiosos (33, 45). 

Outra alternativa, a administração de adjuvantes, consiste na utilização 

de moléculas com propriedade antimicrobiana, ou não, que melhorem a 

atividade farmacológica do princípio ativo. Nesse cenário a utilização da 

nanotecnologia tem avançado de maneira proeminente (46, 47), e partículas 

diminutas de metais e óxidos metálicos têm sido investigadas como adjuvantes, 

em particular pela observação de alguma atividade antimicrobiana, 

especialmente por nanopartículas de prata (��), alumínio (��), óxido de ferro 

(�����), óxido de titânio (����) óxido de cobre (���) e óxido de zinco (���) 

(48, 49). 

O óxido de ferro, magnetita (�����) é um material que tem sido bastante 

pesquisado para aplicações na medicina, pois sua atividade magnética permite 

guiar o fármaco para o local desejado no corpo (50, 51). Além disso, em escala 

nanométrica (10 e 20 nm), o magnetismo dessas partículas adquire 

característica particular, conhecida como superparamagnetismo, o atributo de 

se magnetizar em presença de um ímã sem reter magnetização residual 

quando cessa a fonte magnética, e é nessas dimensões onde tem se 

observado seu potencial antimicrobiano (52, 53).  

A magnetita superparamagnética é de interesse para aplicações in vivo 

de materiais magnéticos, pois previne: a exposição do organismo à campos 

magnéticos por períodos prolongados e a tendência de aglomeração desse 

material (50). Também permite a aplicação de aquecimento seletivo num 

procedimento conhecido como hipertermia magnética (49). O tamanho 

reduzido tem vantagem adicional de admitir a administração por via 

intravenosa, que não sofre efeito de primeira passagem hepático ou perdas 

pelo processo de absorção (48, 54).  

O mecanismo da ação antimicrobiana das nanopartículas magnéticas 

não está totalmente elucidado. Postula-se que essas possam agir por duas 

vias: (a) desestabilização do potencial da membrana celular (52), e (b) 

produção de espécies reativas do oxigênio (ROS) (41, 48, 55-58). Vale 

salientar que tais mecanismos não são específicos para célula bacteriana, 
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podendo ser responsável pelos relatos controversos de citotoxicidade 

associada a magnetita (59-61). 

Dentre as possibilidades vislumbradas, acredita-se que os mecanismos 

físicos - ação do campo magnético e aquecimento – sejam mais relevantes 

para emprego na antibioticoterapia, uma vez que as estruturas da resistência 

têm se baseado na atividade química das moléculas (48, 49).  

Os danos a microrganismos pela ação de campo magnético têm sido 

reportados como alterações na síntese ou transcrição do DNA e na 

concentração de hormônios e de moléculas essenciais (62, 63). O mecanismo 

exato pelo qual isso acontece não está claro, porém as hipóteses apontam 

para atuação direta do campo sob as proteínas transmembrana que formam o 

canal iônico, ou ainda sobre as partículas iônicas que atravessam estes canais 

(64, 65). 

A outra possibilidade, o aquecimento (à temperaturas de 43ºC) gerado 

pelas partículas magnéticas em resposta à um campo magnético alternado 

(hipertermia magnética), também tem tidos relatos positivos de destruição de 

bactérias em feridas infectadas (54, 66, 67); a redução no número de células 

procarióticas viáveis e na adesão de S. aureus, inclusive multirresistentes, 

crescidos em cateteres modificados com nanopartículas magnéticas (68-70).  

Diante a crescente problemática da resistência de S. aureus e do 

promissor uso de magnetita superparamagnética como adjuvante na terapia 

antimicrobiana, nós do Grupo de Magnetismo e Materiais Magnéticos da UFRN 

(GM), com tradição no estudo de entrega localizada de fármacos com 

magnetita, em atividades teóricas/simulação e experimentais de 

desenvolvimento, caracterização e padronização do vetor (71-74), 

desenvolvemos esse trabalho com objeto de testar uma de terapia 

multifuncional para tratamento de infecções causadas por MRSA, com testes 

em organismos vivos - bactérias, células eucarióticas e animais – para 

comprovar eficácia e verificar toxicidade e segurança do nosso produto, e 

sugerir uma quebra de paradigma: o emprego de tratamento antimicrobiano 

com embasamento físico.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

As infecções bacterianas estão entre as afecções mais comuns 

atualmente. Apesar de muitas terem um bom prognóstico e boas opções de 

tratamento, o aparecimento de cepas patogênicas resistentes aos antibióticos 

disponíveis em nosso arsenal terapêutico, associado à lentidão e/ou 

desinteresse das empresas em investir dinheiro e tempo em pesquisa e 

desenvolvimento dessa classe de medicamento, gera dificuldades em 

combater as infecções. Resta à pesquisa universitária propor e experimentar 

novas alternativas que possam atrair interesse industrial: rotas de baixo custo 

de produção de novas moléculas e mesmo reutilização de moléculas 

consagradas; compostos de ação superior aos fármacos disponíveis no 

mercado; escalabilidade e, principalmente, maior vida útil de comércio são 

características almejadas. O presente trabalho propõe a aplicação de sistema 

de: VETORIZAÇÃO (entrega localizada e altamente concentrada), 

MAGNÉTICA (que pode alterar o microambiente em que a bactéria está 

inserida, interferindo em processos vitais) e NANOMÉTRICO (com potencial 

antibiótico intrínseco e propriedades de interesse para aplicações in vivo, 

superparamagnetismo), para direcionamento de Oxacilina (fármaco 

“consagrado” que se deseja resgatar) para tratamento, por múltipla ação, de 

cepas multirresistentes, em particular MRSA, com interesse de conciliar os 

benefícios que a tecnologia gera com o mínimo acréscimo de custo para 

terapia farmacológica em sistemas de assistência à saúde e na sociedade. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 - Objetivo geral 

 

 Avaliar sistema desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, 

magnetita@Oxacilina, quanto à atividade antimicrobiana frente à cultura 

de bactéria Staphylococcus aureus multirresistente, e a toxicidade 

celular.  

 

3.2 – Objetivos específicos 

 

 Realizar avaliação in vitro, da atividade antimicrobiana do sistema 

magnetita@Oxacilina; 

 Realizar avaliação in vitro, da atividade citotóxica do sistema 

magnetita@Oxacilina frente a linhagens celulares imortalizadas; 

 Promover marcação do sistema magnético com isótopo radioativo 

Tc99m para estudo de distribuição, in vivo, em ratos Winstar machos; 

 Executar os testes in vivo de capacidade de vetorização 

magnética; 

 Executar os testes in vivo de atividade antibiótica; 
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4. MÉTODOS 

 

4.1 - Síntese de Magnetita padrão 

 

A produção da magnetita padrão foi realizada segundo protocolo de 

síntese top-down por moagem de alta energia, conforme protocolo publicado 

em trabalho anterior, Carvalho, J.F., et al., 2016 (75). 

A reação química da síntese, utilizando como reagentes água 

deionizada e pó de ferro metálico (Merk) é representada a seguir: 

 

 3Fe +  4��O →  Fe�O� +  4H� (75) 

 

4.2 - Complexação magnetita@Oxacilina 

 

A magnetita foi colocada para reagir com o fármaco (Oxacilina cristalina) 

na proporção de 1:1 peso molecular em Moinho 

de Bolas Planetário (Fritsch Pulverisette 6) equipado com cadinho de aço 

inoxidável de 45 cm3 de capacidade, contendo dez bolas (do mesmo material 

do recipiente) de 10 mm de diâmetro, durante 10 horas (75). 

O produto obtido foi caracterizado por ensaios de: 

- Difração de Raios-X (DRX) – operado no modo de reflexão com fonte de 

raios-X Cu Kα de a faixa de varredura foi de θ - 2 θ. 

- Espectrometria de Infravermelho (FT-IR - Fourier Transform Infrared) - faixa 

compreendida entre 780 e 2500nm (ou 12,8 a 4000 cm 1) utilizada para 

identificação das interações que ocorrem numa amostra. 

- Magnetização de Amostra Vibrante (VSM) – operando à temperatura 

ambiente e em campos de 0 à +1,2 T. 

 

4.3 – Ensaios in vitro  

 

4.3.1 – Ensaios com bactérias  
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As partículas sintetizadas foram testadas frente a cepa MRSA, 

Staphylococcus aureus (CCBH 4395), procedente da Coleção de Bactérias da 

Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz-RJ), gentilmente cedida ao Departamento de 

Microbiologia e Parasitologia do Centro de Biociências (UFRN) sob a 

responsabilidade da Prof.ª Dr.ª Vânia Sousa Andrade. A Tabela 1 traz a 

descrição das amostras examinadas. 

 

Tabela 1: Descrição das amostras avaliadas nos experimentos com cepa de 

MRSA CCBH 4395. 

Amostra  Composição Concentração 

1 Padrão de Magnetita       5 mg em 500 µl de água 

destilada;  

10 mg em 500 µl de água 

destilada. 

 15 mg em 500 µl de água 

destilada. 

2 Magnetita@Oxacilina 22 mg em 200 µl de água 

destilada 

Fonte: própria 

 

O valor de magnetita@Oxacilina empregada (0,11 mg/µl) foi calculado 

de modo que o teor de magnetita ficasse o mais próximo da amostra 

intermediária de magnetita padrão testada (0,02 mg/µl). O experimento foi 

realizado em triplicata. 

 

4.3.1.1 – Preparo do inoculo 

 

O inoculo foi preparado a partir de cultura bacteriana (MRSA CCBH 

4395). Com o auxílio de uma alça de platina colônias de S. aureus foram 

adicionadas a 3 mL de solução salina estéril e o inoculo foi ajustado a 0,5 da 

escala de Mc Farland (1,5�10� UFC/mL), segundo protocolo próprio de preparo 

de inoculo. 
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4.3.1.2 – Aplicação da amostra 

 

As amostras-teste foram solubilizadas em água bidestilada e, com 

auxílio de pipeta automática, 1 mL de cada amostra foi despejada sob a 

superfície da placa de Petri contendo meio de cultura Mueller Hinton (76, 77). 

As porções foram uniformemente espalhadas com auxílio de alça de Drigalski e 

aguardou-se cerca de 15 minutos para que a placa estivesse completamente 

seca. 

 

4.3.1.3 – Semeio das placas-teste 

 

 A suspensão bacteriana previamente preparada foi semeada nas placas 

com as amostras utilizando uma alça calibrada (1 µL). A técnica de semeio 

consistiu em uma estria vertical a partir da qual foram feitas estrias horizontais, 

sem tocar uma na outra para a contagem de colônias. Paralelamente foram 

preparados os controles experimentais.  

 

4.3.1.4 – Preparo dos controles positivo e negativo 

 

O controle positivo é o padrão que confirma a sensibilidade do S. aureus 

à Meticilina. Com um swab estéril espalhou-se o inoculo, por distensão, na 

superfície do meio de cultura, posteriormente aguardando cerca de 15 minutos 

até que a placa estivesse completamente seca. Então, um disco de Cefoxitina 

(30 mcg) foi colocado no centro da placa, pressionando levemente para 

fixação.  

A Cefoxitina é o antibiótico padronizado pelo CLSI para confirmar a 

resistência da cepa MRSA, portanto foi o fármaco empregado para controle 

positivo (78, 79). 

O controle negativo é o padrão que testa a esterilidade do meio e da 

amostra. Cada diluição das amostras testadas, individualmente, foi plaqueada 
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usando a alça de Drigalski no meio de cultura Muller Hinton deixado sem 

inoculo bacteriano.  

Finalmente, o controle de crescimento foi realizado através da 

inoculação de 1 µL da suspensão bacteriana com alça calibrada, semeando o 

microrganismo em estrias n o meio Muller Hinton. 

Todas as placas foram incubadas em estufa de cultura bacteriológica 

(Sterilifer, SX1.0DTMC) a 37°C, por 24 horas. Após esse período a contagem 

de UFC foi realizada manualmente. Todos os testes foram realizados em 

triplicatas, dentro de cabine biológica no Laboratório de Ensaios Imunológicos, 

Antimicrobianos e de Citotoxicidade (LEIAC) do Departamento de Microbiologia 

e Parasitologia (CB/UFRN). 

 

4.3.2 – Ensaios com células eucarióticas 

 

Concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 mg/mL de magnetita@Oxacilina, 

previamente esterilizadas por calor seco, foram preparadas de maneira 

asséptica em solução fisiológica estéril para os testes de citotoxicidade, sob 

avaliação do metabolismo de sais de tetrazolium por células viáveis, técnica do 

MTT - [3-(4,5-dimetilazol-2il)-2,5-difeniltetrazólio]. 

O método escolhido mede a atividade mitocondrial das células viáveis 

em metabolizar sais de tetrazolium, através das desidrases mitocondriais, a 

cristais de formazan, um composto de coloração roxo. A taxa de conversão é a 

avaliada colorimetricamente, onde quanto mais intensa a coloração, maior o 

número de células viáveis (metabolicamente ativas). 

Linhagem celulares 3T3 e HEK-293, e toda estrutura para manipulação 

de células foram gentilmente cedidas pelo laboratório de Biotecnologia de 

Polímeros Naturais - BIOPOL, sob a responsabilidade do prof. Dr. Hugo 

Alexandre de Oliveira Rocha, do Departamento de Bioquímica, CB/UFRN. 

Células fibroblásticas de camundongo (Mouse embryonic fribroblastic 

cells NIH/3T3 ATCC ® CRL-1658TM) e células embrionárias de rim (HEK-293) 

foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibióticos 
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(estreptomicina e penicilina 15 mg/L de meio), sendo mantidas em ambiente 

estéril em câmara de ���.  

Posteriormente à confluência, as células foram plaqueadas, em triplicata, 

na densidade de 5 x 103 células por poço em placas de cultura de 96 poços e 

deixadas em repouso, em estufa à 37º C com 5 % de ���, para crescerem por 

24 horas. Em seguida, foi realizado o período de carenciamento: o meio de 

cultivo é aspirado e substituído por DMEM sem SFB, o qual é deixado por 

período adicional de 24 horas. Ao fim de tais procedimentos, as células foram 

expostas às amostras de material magnético e do sistema 

magnetita@Oxacilina (100 μL), nas concentrações anteriormente relatadas 

pela diluição dos materiais em meio de cultura com SFB. O grupo controle foi 

feito com a adição do meio suplementado. 

A viabilidade celular foi avaliada por técnica colorimétrica realizada em 

períodos de 24, 48 e 72 horas subsequente. Os meios com e sem amostra 

foram aspirados, adicionando-se 100 μL de solução de MTT à 1 mg/mL, 

deixando agir por 4 horas ao abrigo da luz. Transcorrido esse tempo o 

sobrenadante é removido e adicionados 100 μL de etanol para solubilização 

dos cristais coloridos formados (lenta agitação por 15 minutos), e a leitura foi 

processada à temperatura ambiente sob comprimento de onda de 570 nm em 

Espectrofotômetro de microplacas (Epoch BioTek, Califórnia/USA). 

 

4.4 – Ensaios in vivo 

 

Os ensaios in vivo utilizaram a cepa de S. aureus MRSA CCBH 4395. A 

bactéria foi repicada, do estoque, em meio de cultivo ágar manitol salgado, 24 

horas antes do experimento, e incubada a 37ºC. O preparo do inoculo se deu 

pela ressuspensão de colônias de MRSA em soro fisiológico estéril, ajustando 

a concentração de UFC/mL comparando a turbidez com a escala 0,5 de Mc 

Farland para inoculação em cobaias.  

Foram utilizados como animais-teste ratos Wistar, machos adultos de 

mesma linhagem, provenientes do Biotério do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) como modelos de 
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infecção por inoculação intramuscular de MRSA. A Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da instituição avaliou e aprovou o protocolo (051-2014), 

sendo todos os experimentos realizados com base nas diretrizes do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal e da Lei nº 11.794 (CONCEA). 

Ratos Wistar com 3 meses de idade foram selecionados para os 

experimentos. Sendo o protocolo empregado para a manipulação dos animais: 

anestesia com injeção intraperitoneal de 0,2 mL /100 g de uma solução com 1 

mL de Cetamina (50 mg) e 1 mL de Xilazina (20 mg).  

O total de animais utilizados e em quais experimentos é trazido na 

Tabela 2.  

 

Tabela 2: Desenho experimental da quantidade de animais utilizados e para 

qual finalidade. 

n Amostra Ensaio 

3 Magnetita@Oxacilina 

marcada com Tc99m 

Biodistribuição. 

3 Padrão de Magnetita       Controle de atividade 

antimicrobiana do vetor. 

3 Magnetita@Oxacilina Produto em teste 

3 Solução salina estéril 0,9 

% 

Branco 

Fonte: própria 

  

4.4.1 – Estudo de Biodistribuição 

 

As amostras de magnetita@Oxacilina foram marcadas com pertecnetato 

de sódio (�� 99�����) para avaliação da distribuição do fármaco pelo 

organismo (grupo radiomarcado), segundo protocolo modificado de Oh e Col.s 

(80). 

Na complexação de 99�����@Magnetita@Oxacilina, foram 

empregados 100 μL (1 g/L) de solução cloreto estanhoso (�����. 2���) como 
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agente redutor em 3 mL de magnetita@Oxacilina em solução salina estéril (1,5 

g/mL), Solução 1.  

1000 MBq/mL de 99�����, recém eluído em 1 mL de solução salina 

estéril é adicionado Solução 1, e a mistura é acondicionada em recipiente de 

vidro e aquecida em banho-maria por 10 minutos.  

Após o resfriamento à temperatura ambiente, a solução é testada quanto 

à eficiência de ligação por cromatografia de camada delgada (CCD) e é 

empregada de imediato nos animais.  

O complexo formado foi administrado através da artéria femoral direita, 

cirurgicamente dissecada e isolada para tal finalidade.  

Um ímã circular vazado de 15 mm de diâmetro foi suturado face externa 

das coxas direita dos animais e posteriormente administrado o antimicrobiano-

vetorizável marcado. 

Amostras de fígado, rim, pulmão e os músculos das coxas com ímã e 

sem ímã foram removidos após sacrifício das cobaias, pesados em balança 

analítica de precisão e submetidos à avaliação da atividade radioativa através 

do contador gama automático (Wizard, PerkinElmer, Finlândia). A 

radioatividade foi avaliada em percentual de atividade radioativa por grama de 

tecido (% ATI/g). 

 

4.4.2 – Estudo da atividade antimicrobiana 

 

As cobaias foram preparadas para modelo de infecção pela 

administração de 200 μL de inoculo bacteriano na musculatura da face externa 

das coxas direita e esquerda do animal.  

Após a inoculação, foi implantados, em cada animal, um ímã circular, 

vazado de magnetização no centro e na superfície do ímã de 5 e 23 mT 

respectivamente. A posteriori foi ministrado 200 mg/kg (81) do nosso produto 

de antibiótico vetorizável (Magnetita@Oxacilina) em 2 doses, com intervalo de 

6 horas, por injeção na veia femoral. 

Transcorridas 24 horas, os animais foram avaliados e novamente 

anestesiados para coleta de aproximadamente 5 mL de sangue por punção 
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cardíaca, para dosagens bioquímicas. Os animais foram eutanaziados com 

dose letal de cloreto de potássio 19,1 % IV por Kg de animal. 

Utilizando técnica estéril, a pele de ambas as coxas das cobaias foi 

incidida, tendo a musculatura exposta. Em seguida, amostras de secreção da 

infecção instalada foram colhidas, com swab estéril, fornecendo material para a 

cultura microbiológica. Sendo semeados, em estrias, em placas com meio de 

cultura ágar-sangue, incubados por 24 horas a 37ºC para contagem de 

unidades formadoras de colônias. 

 

4.4.3 – Dosagens bioquímicas 

 

As amostras de sangue coletadas de cada animal foram fracionadas em 

dois tubos, um contendo anticoagulante (EDTA) e um sem anticoagulante para 

separação do soro. 

O sangue do tubo com EDTA foi homogeneizado delicadamente por 

inversão, de 5 a 8 vezes para prevenir a hemólise e coagulação, essas 

amostras foram encaminhadas para análises de hemograma, enquanto os 

tubos sem anticoagulante foram deixados coagular à temperatura ambiente e 

em seguida foram centrifugados a 1.500 rpm em centrífuga de tubos de ensaio 

(Excelsa II Modelo 206-BL, Fanem), por um período de 10 minutos, para total 

retração do coágulo. O soro foi então aspirado e transferido para tubo limpo e 

identificado, para envio para análise (Tabela 3). 

A Tabela 3 traz as dosagens a serem realizadas com as frações e a 

finalidade das análises. 

 

Tabela 3: Dosagens a serem realizadas nas amostras de sangue coletadas 

das cobaias. 

Dosagens Amostra Avaliação 

Hemograma Sangue total 

com 

anticoagulante 

Anormalidades nas 

células sanguíneas 

Ureia Soro Função renal 
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Creatinina Soro Função renal  

Alanina-

aminotransferase 

(ALT ou TGP) 

Soro Indicador altamente 

específico de dano 

hepático 

Aspartato-

aminotransferases 

(AST ou TGO) 

Soro Desordem muscular 

e/ou cardíaca 

Fonte: própria 

 

4.4.3 – Estudo histopatológico 

 

Para análise histomorfométrica, amostras de tecido das coxas, fígado, 

pulmão e rim, excitadas após morte das cobaias, foram fixadas em formol 10 % 

e desidratadas em uma série gradual de etanol. 

Os cortes histológicos de 5 micra e a coloração com hematoxilina-eosina 

foram realizadas em parceria com o Departamento de Patologia (DPAT/CCS). 

Os dados histopatológicos da reação inflamatória, necrose de tecido e 

hemorragia foram examinados por patologista experiente, Prof.ª Keyla Borges 

Ferreira Rocha, sem conhecimento prévio do grupo ao qual pertenciam as 

lâminas (Microscópio óptico Plympus BX50, fotografados em câmera Olympus 

DP20). Em Seguida, análise quantitativa foi realizada utilizando o sistema 

computadorizado de análise de imagens (Image-Pro Plus versão 6.0, Media 

Cybernetics, USA). 

 

4.5 – Análise estatística 

 

Para exame estatístico foi utilizada a análise de variância (ANOVA) entre 

os grupos, aceitando como limites: erro tipo I de 0,05 e poder 80% de detectar 

diferenças estatisticamente significantes. 

A significância das diferenças observadas entre os grupos tratados e 

não tratados foi calculada pelo ANOVA one–way, e, posteriormente, pelo teste 

de Tukey. 
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Os resultados dos escores foram analisados por Kruskall-Wallis seguido 

pelo teste de Dunn. O valor de p < 0,05 foi considerado significante. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas através da utilização do software SPSS 

(versão 11,5; SPSS Inc., Chicago, III, EUA). 
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6 - COMENTÁRIOS, CRÍTICAS E SUGESTÕES  

 

6.1 – Projeto original 

 

Os resultados obtidos nos bioensaios estão listados na Tabela 4. É 

possível observar que a amostra de magnetita padrão, nas diferentes 

concentrações, teve crescimento superior a 100.000 unidades formadoras de 

colônias, tal qual o controle de crescimento. Podemos inferir assim, que o 

crescimento da bactéria testada não sofre interferência da magnetita sem 

ativação magnética, nas concentrações testadas (Figuras 1A, 1B e 1C). 

 

 

Figura 1 – Crescimento de MRSA 4395 CCBH em placas com as 3 concentrações de 

magnetita padrão: a) e e)10 mg/ml; b) e f) 20 mg/mL; c) e g) 30 mg/mL. A primeira 

linha contém as placas teste inoculadas com o microrganismo (a), b), c)) e a segunda 

linha contém os controles negativos de crescimento, sem inóculo (e), f), g)). 
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Tabela 4 – Sumarização dos resultados obtidos com cultivo de MRSA 4395 CCBH. 

Quadriplicatas Padrão de magnetita Magnetita@Oxacilina Controles 

Amostra 

Concentração 

Amostra 1 

5 mg/500 µl 

Amostra 1 

10 mg/500 µl 

Amostra 1 

15 mg/500 µl 

Amostra 2 

22 mg/200 µl 

CN CP CC 

Placa 1 >100.000* >100.000* >100.000* -a 0 R >100.000* 

Placa 2 >100.000* >100.000* >100.000* - a 0 R >100.000* 

Placa 3 >100.000* >100.000* >100.000* - a 0 R >100.000* 

Placa 4 >100.000* >100.000* >100.000* - a 0 R >100.000* 

Nota: CC: Controle de Crescimento; CP: Controle Positivo: uso de Cefoxitina; (*) UFC; (a) Ausência de crescimento; R: 
Resistente; 0: sem crescimento.  

Fonte: Própria  
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Contudo, os resultados avaliando as nanopartículas de magnetita 

conjugadas à Oxacilina, sob ação de campo magnético estático ativador da 

magnetita, mostraram atividade anti-estafilocócica, caracterizada pela inibição 

total do crescimento bacteriano (Figura 2).  

 

 

Figura 2 – Crescimento de MRSA 4395 CCBH em placas contendo 
magnetita@Oxacilina: a) placa teste inoculadas com o microrganismo e b) controle 

negativo de crescimento, sem inoculo. 

 

O crescimento e a inibição são observados comparando-se as placas 

com as amostras com a triplicata do controle de crescimento (Figura 3A), no 

qual houve desenvolvimento de > 100.000 UFC. Além deste, os controles 

positivos (Figuras 3B) e negativo (Figuras 1D, 1E, 1F e 2B), validaram os 

experimentos. 

 

 

Figura 3 – Crescimento de MRSA 4395 CCBH em placas: a) controle de crescimento e 
b) controle positivo (inoculo + Cefoxitina (De acordo com a padronização / CLSI para 

confirmar a resistência da S. aureus MRSA). 
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 O crescimento celular das linhagens estudadas foi acessado pelas 

absorbâncias das células expostas ao MTT, comparando o controle, sem 

amostra, com as células com amostra nas concentrações-teste.  

As absorbâncias obtidas das células de linhagem fibroblástica murínica 

3T3 são apresentadas, em termos de porcentagem, no GRÁFICO 1. 

 

 

Gráfico 1 – Porcentagem de redução de MTT por células 3T3 em 

concentrações de 0,1; 1; 10 e 100 mg/mL em culturas de 24, 48 e 72 horas. Controle 

de células sem adição de amostra (magnetita@Oxacilina). 

 

É possível notar que em nenhuma das concentrações adicionada, houve 

inibição do crescimento das células. Ao contrário do efeito tóxico, em todas as 

concentrações houve um aumento no crescimento em relação ao padrão sem 

amostra. Entretanto, parece haver uma relação dose-dependente nas amostras 

de 24 e 72 horas, há uma tendência crescente até a concentração de 1 mg/mL, 

quando se observa uma redução no crescimento, podendo indicar que doses 

muito superiores às testadas podem vir a apresentar atividade citotóxica. 

Com relação à linhagem de células embrionárias renais, HEK -293, 

(GRÁFICO 2), as concentrações de 10 e 100 mg/mL parecem inibir o 

crescimento celular após 24 horas de exposição. Dado curioso não observado 

após tempos de 48 e 72 horas, nos quais, as amostras de 

magnetita@Oxacilina parecem não ter apresentado qualquer efeito inibitório, 
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mais uma vez, como nas células 3T3, o que se observa é um maior 

crescimento celular em relação ao grupo controle,  

 

Gráfico 2 – Porcentagem de redução de MTT por células 3T3 em 

concentrações de 0,1; 1; 10 e 100 mg/mL em culturas de 24, 48 e 72 horas. Controle 

de células sem adição de amostra (magnetita). 

 

 Os valores bioquímicos encontrado foram bem variáveis, inclusive dentro 

das triplicatas, entretanto, alguns dados encontrados chamaram atenção para 

uma das cobaias inoculada apenas com solução salina: essa apresentava 

valores altos de ureia, indicando função inadequada dos rins; outro dado 

destoante do grupo foi uma baixíssima contagem de linfócitos, que podendo 

significar uma deficiência imunológica ou que a infecção se instalou de forma 

mais severa. 

Os padrões bioquímicos elevado da transaminase TGO já eram 

esperado uma vez que o músculo da coxa dos animais foi incidido para instalar 

a infecção, bem como o aumento nos valores de segmentados, primeira linha 

de defesa contra o S. aureus. Entretanto, fora um dos resultados do grupo 

tratado com salina, os demais resultados bioquímicos foram equiparáveis entre 

os grupos estudados. 

Além desses resultados não publicados, algumas caracterizações 

desejadas inicialmente, como o teste de liberação in vitro não puderam ser 

concluídos devido às alterações no projeto inicial. 

O plano original da pesquisa foi delineado para ser puramente in vitro: 

preparo do sistema, caracterização, testes em bactérias e em células 
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eucarióticas. Pois tínhamos submetido o projeto ao comitê de ética, mas ainda 

não tínhamos o parecer. Quando o projeto foi aprovado o trabalho teve que ser 

alterado para conter também os estudos in vivo.  

  Outros experimentos, propostos no projeto refeito também findaram não 

sendo executados, como o exame de imagem nas cobaias: o técnico do 

equipamento não pertencia mais à universidade, então não conseguimos 

desvendar, em tempo hábil, o manejo do equipamento.  

  

6.2 - Multidisciplinaridade 

 

 O projeto em questão foi desenvolvido e realizado por mim, 

farmacêutica, estudante do programa de pós-graduação de Ciências da Saúde 

e integrante do Grupo de Magnetismo (GM).  

O GM nasceu de uma parceria da Farmácia, parcela biomédica e 

experimental, com a Física, departamento teórico e de criação. 

 Ao decorrer dos projetos do GM, uma nova parceria foi viabilizada com o 

Departamento de Cirurgia através do grupo do Núcleo de Cirurgia 

Experimental-UFRN, com o intuito de levar as pesquisas desenvolvidas o mais 

próximo das necessidades e aplicações clínicas. 

 Novas parcerias se fizeram necessárias, com a Bioquímica e a 

Microbiologia, para ampliar o acesso aos equipamentos, às técnicas e à 

expertise dos profissionais dessas áreas. 

 

6.3 - Evolução intelectual 

 

 Durante toda minha trajetória na pesquisa, participei do desenvolvimento 

e escrita de 8 artigos, dos quais 6 estão publicados, 1 submetido e 1 sob 

revisão e atualização; 2 capítulos de livros e 4 patentes. 

 Nesse percurso, participei de vários congressos (como ouvinte e 

apresentando trabalhos) e minicursos; fiz curso para manipulação de 

equipamentos e para refino de dados; auxiliei no trabalho de conclusão de 

curso de 6 alunos de iniciação científica (sendo 1 na coorientação), e 2 alunos 

de mestrado. 
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6.4 - Metas atingidas e perspectivas 

 

 As metas atingidas estão expressas nos resultados que obtivemos, nos 

contatos feitos e no que foi aprendido. Afora meu trabalho individual, ainda 

colaborei com a conclusão de 1 doutorado, 2 mestrados e 3 graduações. 

Fizemos parceria e projeto de colaboração com a universidade francesa 

Université Paris 13. Enveredamos por novas ideias como efeito do campo 

magnético sobre microrganismos gram-positivos e gram-negativos; tratamento 

magnético de água e desenvolvimento de magneto-lipossomas. 

 Minhas perspectivas são fazer novos testes com cepas gram-negativas 

e estudar o efeito do campo magnético estático e alternado sobre células 

eucarióticas e procarióticas - sua influência no crescimento e desenvolvimento 

celular e eventuais alterações bioquímicas. 

 Pretendo continuar colaborando com o GM, e fazer concurso para 

integrar uma instituição de ensino superior. 

 



84 
 

 

6.5 – Produção Intelectual 
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6.6 – Considerações finais 

  

Como conclusões tem-se que o sistema magnetita@Oxacilina, 

desenvolvido, sintetizado  e caracterizado durante meu mestrado foi 

prontamente reproduzido, e, os testes in vitro e in vivo para verificação da 

atividade terapêutica revelaram resultados promissores no tratamento de 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (cepa padronizada obtida do 

Instituto Fiocruz). 

Os estudos in vitro realizados com o microorganismo patogênico tiveram 

como resultado a completa inibição de crescimento da bactéria em todas as 

concentrações testadas, enquanto os testes-controle asseguraram: esterilidade 

do sistema e controle da cepa como MRSA. Os demais estudos in vitro, com 

células, comprovam a não-toxidade do sistema em frente as linhagens 

celulares testadas, demonstrando poder ser empregados com segurança em 

seres vivos. 

Os estudos in vivo despontaram com animadores resultados de 

contagem de colônias reduzidas e concentração aumentada do fármaco no 

sítio da infecção, bem como características de infecção mais amenas nos 

animais tratados com o sistema magnético. 

    Testes adicionais utilizando cepas selvagens de MRSA e estudos 

mais aprofundados sobre o mecanismo de ação do vetor magnético como 

adjuvante antibiótico ainda precisam ser investigados, mas os resultados 

obtidos já nos direcionam à um novo e esperançoso tratamento físico de 

infecções causadas por microrganismos multirresistente. 
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8 – ANEXO  

8.1 - Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais  


