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Atividade antibacteriana de magnetita (Fe3O4) isolada e associada 

a campos eletromagnéticos sobre Escherichia coli DH5α pVAX-1 

(resistente à canamicina) 

 

RESUMO 

 

Devido ao aumento da resistência bacteriana nos últimos anos, tem tornado necessário a 

pesquisa e desenvolvimento de terapias antibacterianas alternativas e, nesse sentido, o 

uso de campo magnéticos tem sido explorados por tratar-se de uma terapia não 

farmacológica e, por isso, provavelmente isenta dos efeitos moleculares do fenômeno de 

resistência. Paralelamente, nanopartículas com propriedades magnéticas, em especial a 

magnetita (Fe3O4), são ainda pouco exploradas quanto ao potencial antibacteriano. 

Nesse contexto, o presente trabalho avaliou as propriedades antibacterianas intrínsecas 

de nanopartículas de magnetita, sintetizadas por moagem de alta energia, e da sua 

associação com um campo magnético externo variável de 70 mT a 10 Hz sobre 

Escherichia coli DH5α pVAX-1. Após a síntese, as nanopartículas foram caracterizadas 

quanto sua composição e tamanho primário, por difração de raio-X (DRX); quanto ao 

seu tamanho hidrodinâmico, por espalhamento dinâmico de luz (DLS) e quanto à sua 

carga superficial, por potencial zeta. Posteriormente, os ensaios in vitro foram 

realizados, nos quais foram investigadas alterações na curva de inibição bacteriana; na 

morfologia bacteriana, por meio de microscopia (MEV), e na carga de superfície 

bacteriana, utilizando potencial zeta. A associação entre o antibiótico canamicina e 

magnetita também foi avaliado quanto ao efeito potencializado entre as substâncias. A 

exposição à magnetita isolada, ou combinada ao campo magnético gerou efeitos 

bacteriostáticos significativos, além de alterações morfológicas na superfície bacteriana 

e aumento no potencial zeta da suspensão. O uso de nanopartículas de magnetita 

também potencializou o efeito inibitório do antibiótico canamicina, apontando para o 

uma segunda opção de uso, como coadjuvante na terapia antibiótica. Os resultados 

apresentados revelam potencial antimicrobiano importante e ensaios in vivo adicionais 

são necessários para comprovar a importância dos efeitos observados num sistema 

biológico.  

Palavras-chave: resistência bacteriana, magnetita, campo magnético.  
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Antibacterial activity of magnetite (Fe3O4) isolated and associated 

with electromagnetic fields on Escherichia coli DH5α pVAX-1 

(resistant to kanamycin) 

 

ABSTRACT 

 

Due to the increase in bacterial resistance in recent years, research and development of 

alternative antibacterial therapies has become necessary and, in this sense, the use of 

magnetic fields has been explored as it is a non-pharmacological therapy and, therefore, 

probably exempt of the molecular effects of the resistance phenomenon. At the same 

time, nanoparticles with magnetic properties, especially magnetite (Fe3O4), are still little 

explored in terms of their antibacterial potential. In this context, the present work 

evaluated the intrinsic antibacterial properties of magnetite nanoparticles, synthesized 

by high-energy milling, and their association with a variable external magnetic field of 

70 mT at 10 Hz on Escherichia coli DH5α pVAX-1. After synthesis, the nanoparticles 

were characterized as to their composition and primary size, by X-ray diffraction 

(XRD); as to its hydrodynamic size, by dynamic light scattering (DLS) and as to its 

surface charge, by zeta potential. Subsequently, in vitro assays were performed, in 

which alterations in the bacterial inhibition curve were investigated; in bacterial 

morphology, using microscopy (SEM), and in bacterial surface load, using zeta 

potential. The association between the antibiotic kanamycin and magnetite was also 

evaluated regarding the potentiated effect between the substances. Exposure to isolated 

magnetite, or combined to a magnetic field, generated significant bacteriostatic effects, 

in addition to morphological changes in the bacterial surface and an increase in the zeta 

potential of the suspension. The use of magnetite nanoparticles also potentiated the 

inhibitory effect of the antibiotic kanamycin, pointing to a second option for use as an 

adjunct to antibiotic therapy. The results presented reveal important antimicrobial 

potential and additional in vivo tests are needed to prove the importance of the effects 

observed in a biological system. 

 

Keywords: bacterial resistance, magnetite, magnetic field.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Resistência antimicrobiana  

 

O uso inadequado dos antibióticos ao longo dos anos, resultou no surgimento de 

novos mecanismos de resistência bacteriana e no maior número de espécies resistentes, 

causando infecções de grande impacto na saúde pública (ANDERSSON, 2003) pois a 

resistência crescente limita as possibilidades de tratamento (RATHER et al, 2017). 

Organismos resistentes aos antibióticos surgem devido a mutações e por 

transferência gênica horizontal (DJIDJOU-DEMASSE et al, 2021). A resistência 

bacteriana advinda de mutações se divide em estáveis ou induzidas. As mutações 

estáveis referem-se à mutações em locais específicos do DNA, que escaparam dos 

mecanismos de reparos e estão permanentemente presentes numa determinada espécie 

bacteriana. Apesar disso, a taxa de ocorrência dessas mutações pode ser aumentada 

quando há exposição a fatores estressantes, como terapia antimicrobiana, de modo a 

selecionar alterações benéficas às bactérias (VISSER, 2002).  

As mutações induzidas, ocorrem pelo estímulo da taxa de mutações benéficas 

sem a geração de mutação deletérias. Diferente das mutações estáveis, estas somente 

ocorrem sob situações de estresse, como quando há exposição a antibióticos ou à falta 

de um nutriente crucial (McKENZIE E ROSENBERG, 2001). Essas mutações também 

podem ser geradas por amplificação da mutagênese, em que clones mutantes surgem 

quando há pressão seletiva, e ocorre um crescimento acelerado à medida em que a 

amplificação seletiva do gene aumenta o número de cópias do mutante benéfico à cepa 

(KOFOID et al, 2003). Uma última forma gerar mutações induzidas, é quando há 

exposição bacteriana a agentes mutagênicos e esses causariam alterações em regiões do 

DNA, que poderiam ser selecionadas para as próximas gerações (BJORKMAN et al, 

2000; YSERN et al, 1990; REN et al, 1999).  

A resistência gerada por transferência gênica horizontal pode ocorrer por três 

mecanismos: transformação natural, em que ocorre absorção de DNA livre em bactérias 

competentes; transdução, em que há transferência de DNA bacteriano entre uma 

bactéria infectada por bacteriófago e uma bactéria suscetível ao bacteriófago; e, por fim, 

conjugação, em que há transferência de elementos genéticos móveis (plasmídeos) por 
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estruturas pili montadas entre duas bactérias localizadas adjacentemente (THOMAS E 

NIELSEN, 2005). A conjugação constitui a forma mais comum de transferência gênica 

horizontal e permite que muitas espécies bacterianas possam transmitir plasmídeos 

codificantes de genes de resistência a antibióticos (CARATTOLI et al, 2012; DJIDJOU-

DEMASSE et al, 2021). 

Independentemente do mecanismo de resistência, o fato é que o uso abusivo dos 

antibacterianos tem contribuição importante para o surgimento de resistência bacteriana 

e essa tornou-se um fenômeno comum que contribui para o reaparecimento de doenças 

infecciosas que estavam sob controle há vários anos. Adicionalmente, têm surgido 

bactérias multirresistentes aos fármacos, o que dificulta ainda mais seu tratamento 

(HAJIPOUR et al, 2012; BLAIR et al, 2015). 

O aumento da resistência bacteriana não tem sido acompanhado pela pesquisa e 

desenvolvimento farmacêutico, com o lançamento no mercado de novos antibióticos. A 

prova disso, é que os lipopeptídeos e oxazolidinonas foram as últimas duas novas 

classes de antibióticos desenvolvidas e aprovadas nos últimos 20 anos e, ainda assim, 

ambas as classes possuem espectro de ação limitado às bactérias Gram-positivas, 

deixando uma lacuna quanto à terapia contra as Gram-negativas. As quinolonas foi a 

última classe de antibiótico lançada para combater os organismos Gram-negativos, 

tendo sido lançadas em 1962. Quanto ao recente desenvolvimento de novos antibióticos 

para uso clínico intravenoso, apenas 15 fármacos mostraram atividade contra bactérias 

Gram-negativas e desses, somente 5 progrediram para os testes de fase três 

(TACCONELLI et al, 2018), ou seja, é um desenvolvimento bastante lento 

considerando-se a urgência terapêutica. 

Diante dessa situação, a Organização Mundial de Saúde (OMS) criou o Plano de 

Ação Global sobre resistência antimicrobiana que possui como objetivos estimular a 

“(...) pesquisa básica e estudos translacionais para apoiar o desenvolvimento de novos 

tratamentos” além da “pesquisa e desenvolvimento de medicamentos inovadores”. 

Nesse documento, a organização frisa a urgência em aumentar o investimento no 

desenvolvimento de novos medicamentos e outras intervenções, além de enfatizar que a 

falta desse investimento reflete, em parte, o receio de que a resistência se desenvolva 

rapidamente e que o retorno do investimento por parte da indústria farmacêutica seja 

limitado. Assim, a pesquisa e desenvolvimento de novos antibióticos tem sido visto 
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como um investimento comercial menos atraente do que aquele de medicamentos para 

doenças crônicas (OMS, 2015). 

Vinte espécies bacterianas resistentes e de interesse clínico, constantes no 

relatório da OMS (OMS, 2015), foram classificadas numa lista de prioridade em 

pesquisa e desenvolvimento de acordo com sua mortalidade, possibilidade de 

tratamento, intensidade de cuidados em saúde e tendência à resistência em 10 anos 

(Figura 1). Essa lista de priorização mostra diversas espécies de bactérias Gram-

negativas no topo da classificação, com pesos finais (%) dos quatro critérios 

supracitados em cerca de 91%. Essa avaliação sugere que as estratégias de pesquisa e 

desenvolvimento devem se concentrar em novos antibióticos com espectro de ação 

específicos contra bactérias Gram-negativas, tanto para as cepas de caráter 

multirresistentes e quanto para aquelas extensivamente resistentes a fármacos. O caráter 

emergencial ocorre devido à falta de lançamento de novos antibióticos com ação contra 

esse grupo de bactérias, e pelo menor número de medicamentos atualmente disponíveis 

na clínica para tratar bactérias Gram-negativas, quando comparado aos disponíveis 

contra Gram-positivas (TACCONELLI et al, 2018).  

Figura 1: Classificação de bactérias resistentes a antibióticos. Os segmentos de linha representam a 

contribuição de cada critério para o peso final (%) de cada patógeno. CR = resistente a carbapenemos. 

3GCR = resistente à cefalosporina de terceira geração. VR = resistente à vancomicina. MR = resistente à 

meticilina. ClaR = resistente à claritromicina. FQR = resistente a fluoroquinolona. PNS = não suscetível à 

penicilina. AmpR = resistente à ampicilina. Adaptado de Taconelli et al 2018. 

Carga comunitária 
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Quanto aos antibióticos atualmente existentes, carbapenêmicos e 

fluoroquinolonas constituem uma das últimas linha contra infecções por bacilos Gram-

negativos. Apesar disso, a multirresistência a esses grupos têm surgido no mundo todo, 

devido à proliferação e disseminação de isolados clínicos produtores de enzimas 

metalo-β-lactamases, utilizando como mecanismo de resistência a mutação em genes 

específicos (genes gyrA e parC). Considerando a resistência crescente às classes 

anteriormente citadas, os aminoglicosídeos (amicacina, gentamicina e canamicina) são 

um dos últimos grupos de fármacos que mantém ação contra bacilos resistentes, pois 

possuem grande atividade contra organismos Gram-negativos aeróbios (ANVISA, 

2007; ANVISA, 2008). 

Apesar de se manterem atuantes contra Gram-negativos, já há relatos de 

resistência bacteriana aos aminoglicosídeos, conforme reportado por Yamane e 

colaboradores (2005), que identificaram a disseminação nosocomial de Escherichia coli 

resistente aos aminoglicosídeos por produção de metilases (RmtB). A produção de 

enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (aminoglicosídeos acetiltransferases, 

aminoglicosídeos fosforilases e aminoglicosídeos adeniltransferases) é o mecanismo de 

resistência mais comum contra essa classe e são mediados principalmente por 

transferência plasmidial. Porém, foi descoberto mecanismo adicional, mediado por 

metilases especiais (metilases RmtA e RmtB) que protegem o rRNA 16S, que constitui 

o alvo molecular dos aminoglicosídeos e foram verificadas nas cepas de E. coli 

(YAMANE et al, 2005).  

A espécie bacteriana E. coli está em terceiro lugar na lista de priorização (Figura 

1) (TACCONELLI et al, 2018), atrás apenas de Acinetobacter baumannii e 

Pseudomonas aeruginosa e é um importante agente de infecções resistentes aos 

antibióticos na prática clínica (ANAGO et al, 2015).  

No âmbito hospitalar, a E. coli é a bactéria Gram-negativa que mais comumente 

causa infecção. Trata-se de um patógeno nosocomial envolvido na sepse Gram-negativa 

e choque induzido por endotoxina. É isolado em 25% dos casos de infecção urinária, 

além de estar presente em infecções de feridas, pneumonia em pacientes 

imunocomprometidos, meningite em neonatos e doenças diarreicas ou gastroenterite 

(BEREKET et al, 2012). Adicionalmente, tem sido reportado aumento da resistência 

desses agentes aos antibióticos disponíveis, de modo que o aparecimento de E. coli 

portadora de β-lactamases de espectro estendido (ESBL) tornou-se bastante comum no 
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ambiente hospitalar em todo mundo, a partir da década de 1980. Isso representa uma 

questão clínica importante, pois tais bactérias portadoras de ESBL são resistentes à 

maioria dos β-lactâmicos de amplo espectro, com exceção dos carbapenêmicos. Uma 

problemática adicional é que essas cepas são comumente multirresistentes, em que se 

observa resistência conjunta a outras classes de antibióticos, como fluoroquinolonas, 

aminoglicosídeos e sulfonamidas (PATERSON e BONOMO, 2005)  

As infecções comunitárias, por sua vez, apresentam um perfil de agentes 

etiológicos bastante diferente dos hospitalares. Apesar disso, assim como nos hospitais, 

E. coli também é um importante causador de infecções urinárias na comunidade (VAN 

DER STARRE et al, 2011). Tem sido reportado disseminação de E. coli comunitária 

produtora de ESBL, o que representa uma preocupação de saúde pública pois as 

infecções comunitárias são normalmente tratadas de forma empírica, sem que haja 

ensaios de susceptibilidade aos antimicrobianos. As classes mais comumente prescritas 

para esses casos são as cefalosporinas orais e as fluoroquinolonas (DOI et al, 2013), 

sendo as últimas preferidas para o tratamento oral empírico da infecção febril do trato 

urinário (ITU). As fluoroquinolonas são recomendadas como agentes de primeira 

escolha, por possuírem baixo índice de resistência antimicrobiana (TALAN et al, 2008). 

Mas, apesar desse baixo índice, já tem sido notificado um aumento de E. coli 

comunitária resistente às fluoroquinolonas, o que representa um problema de saúde 

comunitária pois, limita ainda mais as opções de terapia oral para essas infecções 

(JOHNSON et al, 2008). O surgimento desses padrões de resistência está intimamente 

relacionado com o aumento comunitário do consumo de antibióticos, o que foi 

comprovado por correlações estatísticas que associaram o uso de penicilinas e 

quinolonas de amplo espectro com o aparecimento da resistência às quinolonas 

(ciprofloxacina e ácido nalidíxico) (KAHLMETER et al, 2003).  

 

1.2. Efeitos antimicrobianos de campos magnéticos  

 

Sob a justificativa da urgência no desenvolvimento de novos tratamentos frente à 

resistência bacteriana, muitas pesquisas têm proposto o uso de terapias não-

farmacológicas como campos magnéticos visto que não são passíveis de sofrer com os 

mecanismos moleculares de resistência, pois seu mecanismo de ação não depende de 
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ligações químicas a estruturas moleculares e não possui alvos moleculares exclusivos, 

como o que ocorre com os antibióticos convencionais. Nesse sentido, os estudos com 

campos magnéticos se mostram como uma terapia antimicrobiana promissora 

(YADOLLAHPOUR et al, 2014; SEGATORE et al, 2012; ALDOSKY et al, 2012; 

SINGH et al, 1994).  

Por definição, campo magnético é a região em volta de um ímã em que ocorrem 

interações magnéticas (HELERBROCK, 2020; MARCILIO et al, 2009) e ele pode ser 

estático ou dinâmico. Um campo magnético estático possui densidade de fluxo 

magnético (B) maior que zero e frequência (f) nula. Em contrapartida, um campo 

magnético dinâmico é aquele cuja frequência é maior que zero e por isso diz-se que esse 

tipo de campo varia com o tempo, ou seja, ele não permanece com um valor fixo.  

A variação periódica é medida em termos de frequência. No Sistema 

Internacional de Medidas (SI) o fluxo magnético (B) é medido em tesla (T) e a 

frequência (f) do campo é medida em hertz (Hz).  

Um campo magnético dinâmico pode variar na forma de pulsos, quando um 

campo magnético é gerado e rapidamente desligado e religado, podendo durar menos de 

um segundo. Pela lei de Faraday, isso gera um campo elétrico induzido, medido em volt 

por metro (V/m), e correntes elétricas surgem num material condutor próximo ao campo 

magnético dinâmico. Esse fenômeno chama-se indução eletromagnética visto que um 

campo magnético variável (dinâmico) gera um campo elétrico do mesmo modo em que 

um campo elétrico variável gera um campo magnético. Desse modo surge um campo 

eletromagnético (CEM) (GREEF, 2005; HEWITT, 2015).  

Há diversos tipos de aparatos que geram campos magnéticos, um deles é um ímã 

permanente que pode ser de materiais e suas ligas como por exemplo ferro, neodímio, 

ligas metálicas, dentre outros. Esse aparato pode gerar campo magnético estático ou 

dinâmico. Outro aparato utilizado é um solenoide ou bobina feita de material condutor 

por onde passa corrente elétrica, que pode ser uma corrente contínua (CC) ou uma 

corrente alternada (CA) e que também irá induzir um CEM, chamado de eletroímã 

(HUNT et al, 2009).  

Um CEM pode ter diferentes intensidades de fluxo magnético e de fluxo elétrico 

podendo ser classificados como campos de alta intensidade ou de baixa intensidade, 

porém a classificação mais comumente utilizada é aquela que leva em consideração a 
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frequência do campo e não sua intensidade, como mostrado na tabela 1 (SEYBOLD, 

2005). 

Tabela 1: Classificação de campos eletromagnéticos de acordo com a frequência (Hz). Adaptação de 

Seybold, 2005. 

 

De acordo com a frequência, os campos eletromagnéticos se dividem em 

ionizante e não ionizante. Os campos ionizantes possuem efeitos reconhecidamente 

deletérios sobre as células e são exemplificados pelos raios cósmicos e raios X, cujas 

frequências estão na faixa de 1018 a 1022 Hz. Os campos não-ionizantes também podem 

gerar danos celulares, e esses são exemplificados pela radiação ultravioleta (UV) com 

frequência de 1016 Hz, e as micro-ondas com frequência na faixa de 109 a 1011 Hz 

(CHANG 2003; BERG 2003).  

Adicionalmente, há exemplos de radiação não-ionizante com efeitos biológicos 

desconhecidos como é o caso dos CEM utilizados no rádio e na TV, com frequências na 

faixa de 104 a 108 Hz. E, finalmente, os CEM gerados pela rede elétrica e que possui 

frequências extremamente baixas (FEB) na faixa de 50 a 60 Hz com efeitos que vem 

sendo muito estudados e que é alvo de muita discussão e debate na comunidade 

científica (CHANG 2003).  

Devido à exposição diária e contínua dos seres humanos a esse tipo de campo, os 

campos eletromagnéticos de frequência extremamente baixa (CEM-FEB) constituem o 

Frequência Sigla Intervalo de frequência 

Extremamente Baixa ELF < 3 kHz 

Muito Baixa VLF 3 - 30 kHz 

Baixa LF 30 - 300 kHz 

Média MF 300 kHz - 3 MHz 

Alta HF 3 - 30 MHz 

Muito Alta VHF 30 - 300 MHz 

Ultra-Alta UHF 300 MHz - 3 GHz 

Super Alta SHF 3 - 30 GHz 

Extremamente Alta EHF 30 - 300 GHz 
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tipo mais explorado na literatura para realizar ensaios biológicos e para verificar 

aplicações diversas na área de saúde (OMS, 2015; GÓMEZ-RIOS, 2020).  

Além da interação de atração comumente conhecida com materiais magnéticos e 

magnetizáveis como ferro, níquel, e outros (ANUSAVICE, 2013; OLIVEIRA, 2005), os 

campos magnéticos também são capazes de interagir com moléculas orgânicas e 

biossistemas gerando respostas celulares mensuráveis. Isso ocorre devido à propriedade 

diamagnética dessas estruturas que as permitem responder ao campo externo (HU, 

2009; ROSEN, 2003).  

As respostas biológicas oriundas da interação de campos magnéticos com 

bactérias são relatadas na literatura. E no quesito terapias antimicrobianas não-

farmacológicas, o uso de CEM-FEB vem sendo explorado em diversos trabalhos ao 

longo dos anos. Diminuição da viabilidade de Escherichia coli, Leclercia 

adecarboxylata e Staphylococcus aureus; alteração do crescimento de Bacillus subtilis, 

Salmonella Typhimurium e Staphylococcus spp.; modificação da conformação DNA-

proteína em E. coli; e indução magnética com alteração da expressão gênica num 

conjunto gênico específico são alguns dos efeitos estudados em bactérias (JUSTO et al, 

2006; PAZUR et al, 2007).  

O mecanismo exato pelo qual os campos magnéticos exercem efeitos biológicos, 

incluso os efeitos inibitórios sobre o crescimento bacteriano ainda não está 

completamente esclarecido. No entanto, há consenso entre os autores quanto aos fatores 

que afetam o processo de inibição bacteriana: A forma pelo qual um campo magnético 

exerce ou não um modo inibitório ou estimulador depende de um “efeito janela” que diz 

respeito à interação complexa entre a frequência do campo (f) versus a intensidade do 

fluxo magnético (B). Esta interação depende dos parâmetros de campo escolhidos para a 

exposição das amostras (HUNT et al, 2009) o sistema de geração de fluxo magnético 

(ímã, bobina, e outros), intensidade do fluxo (B), tipo de fluxo (dinâmico ou estático); 

orientação dos polos magnéticos (N ou S) e duração da exposição. Adicionalmente, 

sabe-se que quando se trata de CEM-FEB a conversão de energia em calor, como 

mecanismo, que poderia gerar morte celular por aquecimento, pode ser descartada por 

causa da baixa indução na matéria viva (PAZUR et al, 2007; HUNT et al, 2009). Logo, 

os efeitos inibitórios de campos magnéticos em bactérias e outros biossistemas seriam 

de caráter não-térmicos.  
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Os mecanismos físicos para os efeitos magnetotáticos não estão totalmente 

elucidados devido ao fato de não haver consenso entre os autores nem reprodutibilidade 

de diversas observações, apesar disso, há fenômenos magnéticos bem descritos. Por 

exemplo, o processo pelo qual a matéria biológica interage com o campo magnético é 

chamado de magneto-recepção e ocorre pela propriedade diamagnética que diversas 

moléculas orgânicas possuem (cadeias acila da bicamada fosfolipídica, DNA purificado, 

proteínas alfa-hélices transmembrana, proteínas tubulina no citoesqueleto, dentre outras) 

(ELAHEE et al, 2006). O diamagnetismo refere-se à capacidade das moléculas 

orgânicas em perceber um campo magnético próximo e serem repelidas por ele, ou seja, 

na presença de um campo externo elas se afastam (ASKELAND, 2003; WILLIAMS, 

2014; FAIZAN, 2017).  

As moléculas com suscetibilidade diamagnética sofrem reorientação na presença 

de um campo magnético, o que causa realinhamento de fosfolipídios na membrana 

celular, distúrbios nas interações proteína-lipídio membranares, alterações 

conformacionais em proteínas, deformações nas proteínas canais de transporte iônico e 

alteração do potencial de membrana. O alinhamento ordenado de tais moléculas com 

um campo magnético externo, gera uma energia de interação magnética em todo o 

agregado molecular, o que contribui para a orientação de toda a célula porque a 

susceptibilidade magnética é conhecida por ter aditividade. Dessa forma o 

diamagnetismo é um dos responsáveis pelos efeitos biológicos mensuráveis 

experimentalmente (PAZUR et al, 2007; ELAHEE et al, 2006; ROSEN E ROSEN, 

1990) e corresponde ao tipo mais fraco de resposta magnética de um sistema 

(RIBEIRO, 2000). Essa propriedade não pode ser observada quando o material possui 

outras duas propriedades: ferromagnetismo ou paramagnetismo (HALLIDAY et al, 

2007).  

Os efeitos biológicos sobre bactérias podem ocorrer na parede e membrana 

celular pois um campo estático moderadamente intenso pode produzir moléculas 

anisotrópicas dentro da membrana celular. A anisotropia refere-se à propriedade geral 

de moléculas que se reorientam-se na presença de um campo externo e esse efeito na 

membrana poderia interferir na função dos canais iônicos, que, por sua vez, diminuiriam 

o potencial da membrana bacteriana (ZABLOTSKII, 2016). 

Do ponto de vista físico, há alguns modelos teóricos que explicam a magneto-

recepção biológica e os efeitos observados experimentalmente:  
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i. Mecanismo de par radical: um campo magnético induz a geração de pares 

tripletos, e isto significa que efetivamente aumenta vida útil longa dos radicais (PAZUR 

et al, 2007).  

ii. Ressonância de íon cíclotron – RIC (e ressonância paramétrica): refere-se ao 

fenômeno em que campos magnéticos alteram as rotações de íons importantes nas 

chamadas zonas de transição (tipicamente membranas lipídicas, estruturas proteicas 

terciárias, organelas celulares) que permitem o movimento iônico em órbitas 

lorentizianas e que são passíveis de serem afetadas pelo campo magnético. As 

alterações nas órbitas desses íons (por exemplo Ca+2, que está bem descrito na literatura, 

e Zn+2) gerariam alguns dos efeitos biológicos observados na matéria orgânica exposta a 

um campo magnético (PAZUR et al, 2007).  

iii. Coerência quântica: no mecanismo de coerência quântica, as alterações nas 

moléculas de água são responsáveis pelos efeitos biológicos do campo magnético. Os 

dipolos de água espontaneamente se auto organizam em aglomerados ordenados. A 

eletrodinâmica quântica prevê agregados de dois estados para a água que consiste (i) 

uma fase a granel, que é determinada pelo equilíbrio térmico (água em movimento 

browniano) e (ii) grupos ou aglomerados ordenados. Em presença de um campo 

magnético, o movimento iônico entre os aglomerados ordenados sofrem alteração. A 

importância disso é que a água é o mediador universal dos processos biológicos e por 

isso teria importância nas repostas biológicas geradas pelos campos magnéticos 

(PAZUR et al, 2007).  

 

1.3. Efeitos biológicos de nanopartículas de magnetita 

 

Nanopartículas magnéticas são uma subclasse dos nanomateriais, cuja dimensão 

varia de 10 a 100 nm. A magnetita, cuja fórmula é Fe3O4, possui as propriedades 

biocompatibilidade e biodegradabilidade e é única nanopartícula – magnética aprovada 

para uso clínico (como agente de contraste em ressonância magnética) (GONÇALVES, 

2017; WATANABE, 2013; PARVEEN, 2012). Atualmente, a pesquisa científica aponta 

três principais aplicações em saúde da magnetita:  

i. Ressonância magnética, em que a magnetita atua como um agente de contraste 

melhorando a resolução da imagem do exame quando exposta a um campo magnético 
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externo de alta intensidade (ARSALANI et al, 2019; BAI et al, 2020; ZHELTOVA et 

al, 2020);  

ii. Hipertermia, em que a magnetita é captada por células tumorais e, associada a 

um campo eletromagnético externo causa aquecimento local inviabilizando tais células 

e reduzindo a progressão tumoral (ITO, 2006; ITO et al 2003; LI et al, 2010; SUTO, 

2009);  

iii. Vetorização magnética de fármaco, em que a magnetita é incorporada a um 

fármaco (ex. antibiótico) ou um substância candidata a fármaco e, com o auxílio de um 

campo magnético externo, tais nanopartículas são “guiadas” ao local em que o 

medicamento deve ser depositado, fazendo uma entrega sítio-específica. De todas as 

aplicações, a entrega de fármaco é a mais explorada na literatura e que exibe o grande 

potencial de uso em saúde para as nanopartículas de magnetita (MODY, 2014; 

POLYAK, 2009; SUN, 2008; DOBSON, 2006).  

A entrega sítio-específica diminui a dose necessária de fármaco para a obtenção 

de um efeito terapêutico, visto que não será necessário que o medicamento seja 

biodistribuído por todo corpo para que alcance uma concentração local efetiva. O 

medicamento injetado irá se concentrar num único local, exercendo seu efeito 

terapêutico, embora a concentração plasmática total permaneça baixa (PATRA et al, 

2018). 

Após o alcance do efeito terapêutico desejado, o campo magnético externo pode 

ser retirado causando a redispersão das nanopartículas magnéticas pelo sangue, e 

seguindo o fluxo sanguíneo de distribuição, a magnetita e o medicamento que ela 

carrega serão metabolizados e excretados pelo corpo ou se houver necessidade, o 

elemento ferro (Fe) contido em Fe3O4 poderá ser reaproveitado pelas células. Desse 

modo, o tratamento eficaz em baixas doses diminui o efeito tóxico de uma gama de 

medicamentos, tornando o tratamento mais seguro (PRAKASH et al, 2019). Sendo 

assim, a exploração de tal propriedade com antibióticos e substâncias candidatas a terem 

ação antimicrobiana, a especificidade ao sítio de ação torna possível utilizar doses que 

geram alta concentração local matando maior proporção de bactérias e sendo um 

importante aliado na resistência bacteriana.  

Numa terapia tradicional, o maior efeito do fármaco só seria possível elevando a 

dose do antibiótico, o que causaria sérios danos ao paciente, com baixo custo-benefício 
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(LEWIS E MUELLER, 2014). Portanto, diminuir a dose necessária de um antibiótico, 

através do uso de carreador, pode ser útil para retomar o uso de medicamentos que se 

tornaram “obsoletos” devido à baixa eficácia quando utilizados na terapia normal 

(MUKHERJEE et al, 2016). É importante frisar que essa aplicação só cabe quando se 

trata de infecções locais (infecção nefrótica, pulmonar, cardíaca, por exemplo) em que a 

bactéria ainda não chegou à corrente sanguínea causando uma bacteremia e, por 

conseguinte, sepse.  

É importante caracterizar as propriedades magnéticas da matéria que permitem a 

aplicação da magnetita em saúde. A primeira delas é o ferromagnetismo, que consiste 

na forte atração das moléculas de ferro por um campo magnético externo. Esse material 

é capaz de reter parte do campo magnético e isso se mantém mesmo quando ele é 

retirado, ou seja, se magnetiza permanentemente. Já no paramagnetismo, o material 

também sofre atração por um campo externo e gera um campo magnético próprio ao seu 

redor, mas não retém a magnetização quando o campo externo é afastado. Ambos os 

tipos correspondem a uma resposta magnética forte (HALLIDAY et al, 2007; FAIZAN, 

2017).  

A aplicação de entrega sítio-específica só é possível porque nanopartículas de 

magnetita com diâmetro até 25 nm, possuem a propriedade superparamagnética que a 

permite ser atraída e magnetizada transitoriamente por um campo magnético externo 

(LIU et al, 2006). Isso significa que além de atraída, a magnetita passa a gerar um 

campo magnético próprio e que é capaz de agir localmente (WANG et al, 2004). Essa 

ação ocorre apenas ao redor da nanopartícula, com raio de alcance do tamanho do raio 

da partícula, ou seja, se ela possuir 10 nm de diâmetro o campo magnético por ela 

gerado irá atuar num raio de 5 nm ao redor dessa partícula. Essa magnetização se 

mantém apenas com a presença do campo externo, de modo que quando este é 

removido, as nanopartículas se dispersam e deixam de gerar seu próprio campo 

magnético (WEAVER et al, 2008; BIEDER et al, 2009).  

Caso a nanopartícula ultrapasse os 25 nm de diâmetro, ela passa a possuir a 

propriedade de ferromagnetismo e, nesse caso, ela retém a magnetização mesmo quando 

o campo externo é retirado (LIU et al, 2006; LEE et al, 1996). Isso não é adequado, 

visto que as partículas começarão a atrair-se mutuamente gerando partículas maiores e 

fora da escala nanométrica, podendo obstruir a microcirculação. Nessa condição, a 

nanopartícula é inútil para a entrega de fármacos ou para qualquer aplicação em saúde 
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que precise ser injetada, devido aos riscos superarem seus benefícios. Por isso, o fator 

tamanho é de extrema importância quando se pensa nas nanopartículas de magnetita 

(LEE et al, 2013). 

O campo magnético externo, utilizado com a função de guiar Fe3O4, gera 

resposta em diversos biossistemas (ALDOSKY  et al, 2012; ALI et al, 2014) mas, 

apesar disso, não seria capaz de agir sozinho sobre um tecido infectado num ensaio in 

vivo devido à sua distância com o local. Assim é possível que sua ação seja mais 

significativa sobre a magnetita por ser um material paramagnético conferindo uma força 

forte, diferente das células e moléculas orgânicas que são diamagnéticas e conferem 

força fraca. Porém, um campo magnético gerado por magnetita no local infectado está 

próximo à parede bacteriana, podendo ter ação biológica in vivo permitindo sua 

exploração como antimicrobianos locais agindo apenas no sítio de infecção, já que 

possuem curto raio de ação (KIM et al, 2013).  

A literatura tem descrito a atividade antimicrobiana de nanopartículas 

magnéticas, principalmente quando funcionalizadas, ou seja, modificadas 

superficialmente com outras moléculas, ocasionando destruição local das bactérias, e 

com isso, diminuindo as chances de haver toxicidade ao tecido circundante 

(HAJIPOUR et al, 2012), mas não explora a magnetita em si, sem funcionalização ou 

carregando um fármaco antibiótico. Portanto, explorar o efeito biológico isolado das 

nanopartículas de magnetita (magnetizadas por um campo externo) para verificar sua 

possível aplicação na terapia antimicrobiana trará contribuições importantes para a área 

microbiologia médica.  
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2. Justificativa  

 

O lançamento no mercado de novos antimicrobianos com novos sítios-alvos não 

solucionou a problemática da resistência aos antimicrobianos devido ao uso irracional 

destes medicamentos. Além disso, a Organização Mundial de Saúde (OMS) reconhece a 

resistência antimicrobiana como uma “ameaça crescente à saúde global” e enfatiza a 

necessidade de pesquisa e desenvolvimento de novas ferramentas contra os micro-

organismos multirresistentes (OMS, 2015).  

Nesse contexto, o desenvolvimento de terapias antimicrobianas não-

farmacológicas e estudar seus efeitos inibitórios quanto às alterações metabólicas, 

gênicas e morfológicas faz-se necessário. Estudos dessa natureza são relevantes, pelo 

fato dessas terapias atuarem por mecanismos diferentes dos fármacos. A ação 

antibacteriana dos campos eletromagnéticos (tanto próprios quanto gerados por 

nanopartículas magnéticas) ocorre por interações físicas e não se deve a mecanismos de 

ligação molécula-molécula e que, por isso, não sofre os efeitos dos mecanismos de 

resistência desenvolvidos pelas bactérias (BARROS et al, 2013; OMS, 2015; ROSEN, 

2003; ROSEN, 1993).  

Nesse estudo, enfatiza-se o desenvolvimento de uma terapia antibacteriana não-

farmacológica útil sobre bactérias Gram-negativas, através de um modelo experimental 

para ação de nanopartículas magnéticas e campo eletromagnético sobre cepas sensíveis 

e resistentes. Para tanto, os ensaios foram realizados com Escherichia coli DH5α 

sensíveis e resistentes a antibióticos, através da transformação bacteriana com o 

plasmídeo pVAX-1 que confere resistência a canamicina. Apesar da canamicina ter se 

tornado obsoleta na prática clínica devido à sua alta toxicidade (ototoxidade e 

nefrotoxidade), comparada aos demais fármacos de seu grupo (GOODMAN E 

GILMAN, 2012), ela é bastante utilizada na pesquisa científica para ensaios de 

resistência. Adicionalmente, clinicamente a classe de aminoglicosídeos como um todo 

permanece sendo de extrema importância no combate às infecções provocadas por 

Gram-negativos (ANVISA, 2007). Portanto, neste estudo E. coli foram expostas à 

terapia não-farmacológica e a resposta inibitória foi avaliada, junto às alterações 

morfológicas e elétricas.  
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Adicionalmente, é importante frisar que esse trabalho se refere exclusivamente 

aos campos eletromagnéticos de frequência extremamente baixa (CEM-FEB) com 

possibilidade de aplicação como terapia antimicrobiana. O fato desses campos 

magnéticos não terem energia suficiente, não são capazes de causar quebra de ligações 

químicas, o que é um dado relevante quando se pensa em aplicações biológicas. A 

capacidade de quebrar ligações químicas, ocasionadas somente pelas radiações 

ionizantes e de alta frequência, podem gerar efeitos celulares deletérios e inclusive 

câncer, sendo por isso inadequados para ensaios de objetivo biomédico. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. Geral  

 

Avaliar os efeitos antibacterianos de nanopartículas magnéticas isoladas ou 

associadas a um campo eletromagnético sobre Escherichia coli DH5α contendo um 

plasmídeo de resistência a canamicina – pVAX1.  

 

3.2. Específicos  

 

i. Otimizar o modelo experimental, quanto aos diversos tipos de campos 

magnéticos, para avaliação da inibição de crescimento em Escherichia coli DH5α 

resistente (portadora do plasmídeo pVAX-1) versus sensível ao antibiótico Canamicina; 

ii. Avaliar possíveis alterações na membrana bacteriana das células expostas ao 

campo eletromagnético isolado e combinado a nanopartículas de magnetita por meio da 

análise de potencial zeta;  

iii. Verificar alterações no metabolismo celular bacteriano das células expostas 

ao campo eletromagnético isolado e combinado a nanopartículas de magnetita, por meio 

da metabolização da resazurina;  

iv. Avaliar possíveis alterações morfológicas a nível da parede celular bacteriana 

decorridas da exposição ao campo eletromagnético isolado e combinado a magnetita por 

meio da microscopia eletrônica de varredura.  
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Síntese das nanopartículas de magnetita  

 

Nanopartículas de magnetita (Fe3O4) foram produzidas por adaptação do método de 

moagem de alta energia (CARVALHO, 2013) no Departamento de Física Teórica e 

Experimental (DFTE) da UFRN. A moagem foi realizada por meio da fricção de esferas 

metálicas sobre os reagentes em pó. Resumidamente, ferro inorgânico (Fe) foi pesado 

em balança analítica na proporção massa-esfera 1:10, e posteriormente adicionado água 

destilada, obedecendo a estequiometria da reação: 3 𝐹𝑒 + 4 𝐻2𝑂 → 𝐹𝑒3𝑂4 + 4 𝐻2. A 

mistura de ferro e água foi transferida ao cadinho de aço inoxidável de 45 cm3 de 

capacidade, contendo dez esferas de mesmo material. A moagem foi realizada em 

Moinho de Bolas Planetário (Fritsch Pulverisette 6) a 400 rpm durante 96 ciclos de 60 

minutos, com pausa de 10 minutos cada (Figura 2).  

 

Figura 2: Representação esquemática do sistema de moagem de pós. A – Esferas metálicas são 

adicionadas ao cadinho, juntamente ao pó de ferro (Fe0) e H2O. O moinho é ligado à rotação de 400 rpm e 

as esferas friccionam os reagentes afim de gerar óxidos de ferro ao final do processo. B – Demonstração 

da fricção entre as esferas e o pós na moagem. C – Esferas metálicas utilizadas nesse experimento (2 g 

cada).  
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4.2. Caracterização das nanopartículas de magnetita 

 

As nanopartículas obtidas de magnetita foram caracterizadas quanto à 

composição e tamanho primário, por difração de raio-X (DRX), quanto ao tamanho dos 

aglomerados, por espalhamento dinâmico de luz (DLS), e quanto à sua carga de 

superfície, por potencial zeta. Os dados foram apresentados em difratograma (DRX) e 

em tabelas contendo os valores obtidos (DLS e potencial zeta). 

 

4.2.1. Determinação da composição e tamanho primário das nanopartículas de 

magnetita 

 

O perfil de difração de raios-X (DRX) das amostras de nanopartículas 

preparadas caracterizadas quanto à estrutura de cristal e sua composição quanto à 

porcentagem de magnetita (Fe3O4), maguemita (ɣ-Fe2O3) e ferro, conforme descrito por 

Carvalho (2013). Para isso, a analise foi procedida em um difratômetro Rigaku Uniflex 

II (Rigaku, Japão), operado com radiação Cu Kα (λ = 0,1540 Å) e passo de 0,05° à 

velocidade de 5 min-1, no intervalo de 10° < 2Ɵ < 90° à temperatura ambiente. 

Adicionalmente, verificou-se o tamanho dos cristais obtidos, ou seja, o tamanho do pó 

resultante da moagem. Os diâmetros médios (dp) dos cristais foram estimados 

utilizando a equação de Scherrer, empregando um fator de forma de 0,89 para partículas 

de magnetita esféricas. O software X'Pert HighScore foi utilizado para analisar o 

difratograma obtido. 

 

4.2.2. Determinação do tamanho dos hidrodinâmico das nanopartículas de 

magnetita (aglomerados) 

 

A avaliação do tamanho hidrodinâmico, que se refere ao diâmetro da partícula 

em suspensão junto à espessura da camada dupla de solvente circundante, foi realizada 

utilizando o método de espalhamento dinâmico de luz (DLS) por adaptação do 

protocolo de Vikesland e colaboradores (2016). Resumidamente, suspensões de 

nanopartículas de 1 a 192 mg/mL foram suspensas em caldo Luria Bertani (LB) puro e 

em caldo LB contendo 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB), e transferidas para uma 

cubeta de vidro. As medições foram conduzidas a 25 ° C e a pH = 7,4 ± 0,5 utilizando-

se o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Reino Unido).  
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4.3. Determinação da carga superficial das nanopartículas de magnetitas 

 

 A carga superficial das nanopartículas de magnetitas foi obtida pela 

determinação do potencial Zeta (ζ) (ABD EL-MAGEE et al, 2020; FAVELA-

CAMACHO et al, 2019) a partir das suspensões em caldo LB puro e em caldo LB 

contendo 10% de SFB, na concentração de 5 mg/mL, às quais foram transferidas para 

cubetas de plástico com o eletrodo. O ensaio foi realizada com o analisador de potencial 

zeta ZetaPlus® (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY) e procedida com 

o software de dimensionamento de partículas Zeta Analyzer (Malvern zetasizer 

ZEN1600).  

 

4.4. Aparato para geração de um campo eletromagnético  

 

Campos eletromagnéticos foram gerados por um equipamento denominado 

Carrossel Magnético, o qual foi desenvolvido pelo Grupo de Magnetismo e Materiais 

Magnéticos (GMMM) do Departamento de Física (DFIS) da UFRN, especialmente para 

os ensaios.  

O Carrossel consiste em um sistema de polias (representado esquematicamente 

na Figura 3), no qual 16 ímãs de neodímio-boro (diâmetro = 22 mm; espessura = 10 

mm) foram fixados em disposição norte-sul (N-S). O sistema de polias é conectado por 

eixo central à rede elétrica, e gira em baixas frequências (0-100 Hz), gerando um campo 

eletromagnético entre os pares de ímãs. Na parte superior, um porta-amostras de 

alumínio com 12 cavidades foi fixado para acoplamento de tubos cônicos, com 200 µL 

de capacidade, entre os pares de ímãs. O suporte da amostra não está conectado ao eixo 

central do carrossel e está sujeito à ação do campo gerado quando os ímãs são girados. 
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Figura 3: Representação do campo eletromagnético utilizado nos ensaios. A – Representação 

esquemática do equipamento (Carrossel magnético): 1) Motor de passo Nema 23; 2) Carrapeta; 3) Porta-

microtubo. B – Um campo eletromagnético (B) é gerado através de ímãs permanentes de neodímio de 400 

mT, dispostos alternadamente aos pares (N-S), e que giram em frequências de 0 a 100 mT.  Devido à 

disposição dos ímãs, B se alterna em positivo (+) e negativo (-), conforme passa o tempo e é mostrado no 

gráfico B0
*(t) x t. 

   

4.1.1. Caracterização física do Campo Eletromagnético de Frequência 

Extremamente Baixa (CEM-FEB) utilizado nos ensaios microbiológicos 

 

A frequência de 10 Hz foi escolhida para a realização dos ensaios de inibição 

bacteriana, baseado em resultados anteriores obtidos pelo grupo (SANTOS, 2020). 

Sendo assim, o método de caracterização do campo magnético gerado consistiu em ligar 

o equipamento à rede elétrica (220 V), e ajustar a frequência do ensaio. Na região do 

porta-amostra (sulco entre o par de ímãs) é gerado o campo eletromagnético, e esse foi 

medido com o auxílio de um teslâmetro digital (Koshava 3, München, Germany) 

colocando seu sensor dentro de um tubo cônico no porta-amostra.   
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4.5. Determinação da atividade antibacteriana das nanopartículas de magnetita 

 

A avaliação da atividade antibacteriana das nanopartículas de magnetitas foi 

realizada submetendo E. coli DH5α pVAX-1 a nanopartículas de magnetitas, nas 

concentrações de 1,5 a 192 mg/mL, isoladas e associadas a campos eletromagnéticos 

(70 mT, 10 Hz) por um período de 0 a 24 horas, no qual foi observado o crescimento 

bacteriano, relativo ao controle negativo. Desse modo, a concentração de nanopartícula 

mais efetiva foi escolhida para as análises seguintes (Fig. Supl. 3). 

 

4.5.1. Modelo experimental para avaliação da atividade antimicrobiana de 

nanopartículas de magnetita em E. coli DH5α  

 

Cepas de Escherichia coli DH5α foram obtidas da coleção de micro-organismos 

do Laboratório de Imunoparasitologia do Centro de Ciências da Saúde (UFRN) e 

transformadas com o plasmídeo pVAX-1 (TIWARI et al, 2015), que confere resistência 

ao aminoglicosídeo canamicina na concentração de 30 μg/mL (Figura 4). Para manter a 

resistência atribuída pelo plasmídeo pVAX-1, e evitar a contaminação por outros micro-

organismos, a inoculação da bactéria foi realizada em caldo LB contendo o antibiótico. 

As cepas foram acondicionadas a -80°C e um estoque de bactérias transformadas foi 

mantido a -20°C para ser utilizado nos experimentos. 

 

Figura 4: Representação esquemática da estrutura do plasmídeo pVAX-1 (Invitrogen). A sequência 

gênica que confere resistência à canamicina para seleção de E. coli na concentração de 30 μg/mL é 

mostrada. 
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E. coli DH5α pVAX-1 criopreservadas foram mantidas em meio LB a 37°C 

durante 18 a 24 horas (overnigtht), com posterior semeadura em ágar LB, incubadas por 

24 horas a fim de ser obtidos colônias isoladas. Antes de cada ensaio, 3 a 4 colônias 

bacterianas foram suspensas em caldo LB e incubadas por 18 a 24 horas, seguido do 

ajuste do inóculo bacteriano de acordo com a densidade óptica (DO) de 0,08 – 0,1 (600 

nm) equivalente a 1,5x108 UFC/mL. Após essa etapa, o inóculo foi submetido aos 

tratamentos com magnetita e campo magnético para avaliação antibacteriana.  

 

4.5.2. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) de nanopartículas 

de magnetita sobre E. coli DH5α  

 

Suspensões bacterianas contendo 1,5x108 UFC/mL de E. coli DH5α foram 

expostas a concentrações crescentes de nanopartículas de magnetita (1,5 – 192 mg/mL), 

isoladamente, e à combinação nanopartículas e campo eletromagnético. As suspensões 

foram incubadas durante 24 horas e, as nanopartículas foram retiradas do tubo cônico 

com o auxílio de um ímã externo, com posterior adição da resazurina na proporção de 

1:10 (v/v). Após 20 minutos foi realizada a leitura em espectrofotômetro de microplaca 

(BioTek® Epoch) a 570 e 600 nm. A concentração inibitória mínima foi considerada a 

menor concentração que mostrou-se visualmente semelhante ao controle negativo, 

quanto à coloração arroxeada da resazurina.  

 

4.5.3. Determinação das cinéticas de crescimento, inibição e morte de E. coli DH5α 

expostas a nanopartículas de magnetita 

 

i. Cinética de crescimento de E. coli DH5α  

 

O padrão de crescimento da E. coli foi avaliado por meio de uma curva de 

crescimento durante 24 horas e, para isso, suspensões bacterianas contendo 1,5x108 

UFC/mL foram incubadas durante 24 horas e nos intervalos de tempo de 2 h, 4 h, 6 h, 8 

h e 24 h, alíquotas de 200 μL foram transferidas para placa 96 poços e a densidade ótica 

foi lida a 600 nm em espectrofotômetro de microplaca (BioTek® Epoch). Os valores 

médios obtidos em cada horário de mensuração foram plotados no gráfico (a densidade 

ótica ficaram no eixo y e o tempo de exposição, no eixo x.  
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ii. Cinética de inibição de E. coli DH5α  

 

Suspensões bacterianas com densidade ótica ajustada para 1,5x108 UFC/mL 

foram utilizadas para os testes, e alíquotas em triplicata de 200 μL foram expostas às 

nanopartículas de magnetita nas concentrações de 24 a 192 mg/mL durante 2h, 4h, 6h, 

8h e 24h, para avaliação da curva. A concentração de 96 mg/mL foi ensaiada 

isoladamente e combinada ao campo magnético dinâmico de 70 mT e 10 Hz, e as 

demais concentrações foram testadas apenas em combinação com o campo magnético. 

Ao término do tempo de exposição foi adicionado resazurina às suspensões bacterianas 

na proporção 1:10 (v/v) e, após 10 a 20 minutos, a DO foi lida em 570 e 600 nm em 

espectrofotômetro de microplaca (BioTek® Epoch).  

 

iii. Cinética de morte de E. coli DH5α  

 

Para o ensaio de curva de morte, suspensões bacterianas contendo 1,5x108 

UFC/mL de bactérias foram expostas às nanopartículas de magnetita nas concentrações 

de 24 a 192 mg/mL (isoladamente e combinada ao campo magnético dinâmico de 70 

mT e 10 Hz) durante 2h, 4h, 6h, 8h e 24h. As suspensões, posteriormente, foram 

diluídas para 1:1000, 1:10000 e 1:100000 (v/v) e alíquotas de 100 μL foram inoculadas 

em placa contendo ágar de contagem com auxílio da alça de Drigalski, seguido de 

incubação a 37°C por 24 h. As colônias foram contadas e o resultado obtido foi 

expresso em Unidades Formadoras de Colônias/mL (UFC/mL), com elaboração da 

curva de morte bacteriana. As contagens foram comparadas com o controle negativo.  

 

4.5.4. Avaliação da atividade antimicrobiana da combinação entre nanopartículas 

de magnetitas e canamicina na inibição de crescimento bacteriano  

 

Suspensão bacteriana de E. coli DH5α pVAX-1 (1,5x108 UFC/mL) foi 

adicionada em placa com 96 poços e submetidas à ação isolada do antibiótico 

canamicina e à combinação entre nanopartículas de magnetita com canamicina. As 

nanopartículas foram utilizadas em duas concentrações (96 e 192 mg/mL) e a 

canamicina nas concentrações de 4 a 512 μg/mL (CLSI, 2017), incubadas a 37°C por 24 
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horas. O controle negativo se refere às bactérias expostas exclusivamente à canamicina, 

e o teste, às bactérias expostas às duas concentrações de magnetita com canamicina.  

Após a incubação, foi adicionado resazurina (1:10, v/v) nos poços e realizado a 

leitura em espectrofotômetro de microplaca (BioTek® Epoch), nos comprimentos de 

onda de 570 e 600 nm.  

Foi considerado efeito potencializado quando a adição de magnetita à suspensão 

com antibiótico foi capaz de causar inibição de crescimento adicional, ou seja, superior 

àquele obtido com o antibiótico isolado. Foi considerado efeito indiferente, se não 

houvesse inibição de crescimento adicional.  

 

4.5.5. Avaliação da viabilidade de suspensões bacterianas submetidas à magnetita e 

CEM-FEB 

 

Após os ensaios de CIM, curvas de inibição e sinergismo com antibiótico, as 

bactérias foram semeadas em ágar nutriente com a finalidade de verificar se as mesmas 

permaneciam viáveis após os diversos tratamentos testados.  

As exposições aos campos estáticos, dinâmicos e às nanopartículas variou de 2 a 

24 horas. As concentrações de magnetita de 1,5 a 192 mg/mL foram utilizadas para o 

ensaio de CIM; e de 24 a 192 mg/mL, para os ensaios de curva de inibição. Após a 

adição de resazurina, antes de ser lido a densidade ótica, os poços com as amostras eram 

inspecionados visualmente quanto à coloração rosa ou arroxeado e comparado ao 

controle negativo. Somente após a inspeção visual, o inóculo era semeado em ágar 

nutriente. 

Após incubação por 24 horas foi realizada a inspeção visual das placas. A leitura 

e interpretação do teste consistiu na determinação da ação bactericida e bacteriostática. 

A ação bactericida é aquela em que ocorreu a inibição do crescimento bacteriano na 

presença da substância-teste e /ou campo magnético e a ausência de seu crescimento no 

meio de cultura isento da substância-teste e do campo magnético; enquanto a 

bacteriostática é aquela em que o micro-organismo foi inibido no meio submetido ao 

tratamento e cresceu no meio isento as condições de tratamento.  

Em resumo, considerou-se bacteriostático quando após inspeção visual com 

resazurina, apresentou coloração arroxeada, semelhante ao controle negativo, mas com 

o posterior semeio do inóculo em placa apresentou crescimento, indicando que o 

tratamento não mata as células mas inibem ou diminuem a sua divisão. Considerou-se 
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bactericida, quando o posterior semeio em placa não apresentou crescimento, indicando 

que o tratamento mata as células. 

 

4.6. Avaliação da morfológica de E. coli DH5α submetida à magnetita e ao CEM-

FEB bacteriana por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

 

Suspensões bacterianas (com densidades óticas ajustadas a 600 nm para 0,08 – 

0,1) foram incubadas durante 24 horas em 3 grupos: contendo 192 mg/mL de 

nanopartículas de magnetita (Grupo 1); sob a ação isolada de um campo 

eletromagnético de 70 mT e 10 Hz (Grupo 2); e controle negativo sem tratamento 

(Grupo 3).  

Após 24 horas, as suspensões foram homogeneizadas por agitador de tubos do 

tipo vórtex (BioMixer QL-901), e transferidas para superfícies circulares de titânio 

polido, constantes em uma placa de 24 poços. A placa foi submetida a centrifugação 

(2000 rpm, 1 min), com posterior lavagem de cada poço utilizando-se o tampão fosfato-

salino (PBS), com aspiração do sobrenadante e descarte (esse procedimento foi repetido 

5 vezes). A fixação foi realizada com reagente de Karnosky (formaldeído 4% com 

glutaraldeído 3%, em tampão cacodilato 0,1 M) durante 4 horas. Em seguida, os poços 

foram novamente lavados com PBS (2 vezes), durante 5 minutos cada. Foi realizada a 

desidratação durante 10 minutos com etanol em concentrações crescentes (30 % - 

100%). E por fim, a placa foi deixada em estufa bacteriológica para o etanol evaporar 

(VOLOVA et al, 2018; SOUSA et al, 2017). As bactérias fixadas nos discos de titânio 

inseridos na placa de 24 poços, foram levadas ao Laboratório Microscopia do 

Departamento de Engenharia de Materiais (DMAT), as quais foram secas em estufa a 

80 °C e compactadas na forma de pastilhas.  A obtenção das imagens por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV - Hitachi Tabletop Microscope TM-3000) utilizou como 

parâmetros tensões de aceleração de 5 kV; fonte de tungstênio; ampliação de 5 a 10.000 

× e resolução de 11,46 a 22,42 nm. 

 

4.7. Avaliação de alteração do potencial zeta de suspensões de E. coli DH5α 

expostas à magnetita e ao CEM-FEB 

 

Suspensões contendo 1,5x108 UFC/mL de E. coli DH5α pVAX-1 em caldo LB 

foram preparadas em tubos tipo falcon. Alíquotas de 200 uL foram separadas em tubos 
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cônicos e expostas durante 2 horas a dois tipos de tratamentos: Nanopartículas de 

magnetita (192 mg/mL) isoladamente (Grupo 1); nanopartículas de magnetita (192 

mg/mL) combinadas a campo dinâmico (70 mT, 10 Hz), (Grupo 2). As amostras foram 

transferidas a cubetas de plástico e foi procedida a análise. O potencial zeta foi medido 

através da mobilidade eletroforética (KURINČIČ et al, 2016) utilizando o analisador de 

potencial zeta ZetaPlus® (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY, EUA), 

sendo os dados foram obtidos pelo software Zeta Analyzer.  

 

5. Análises estatísticas dos dados  

 

A análise estatística foi realizada pelo método de Análise de variância 

(ANOVA) One-way para obter as diferenças entre os resultados, e os dados foram 

representados em termos de média dos valores. A significância estatística foi definida 

pelo teste de Benferroni, e p < 0,05 foi considerado significativo. O programa OriginPro 

9.0 64 bit (Origin Pro Lab Corp. Northampton, MA, EUA) foi utilizado para fazer todas 

as análises estatísticas. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1. Caracterização das nanopartículas de magnetita  

 

Os pós de nanopartículas obtidos por moagem foram analizados por DRX 

iniciamente, a fim de verificar a composição da amostra. A figura 5A mostra os picos 

correspondentes à presença da magnetita nos cristais, conforme a carta do difratograma 

padrão (Figura 5B). Adicionalmente, foi observado que a composição de magnetita e 

maguemita correspondeu a 66% da amostra, sendo a magnetita de 30% (Figura 5C). O 

tamanho das nanopartículas, calculado a partir do difratograma, apresentou uma faixa 

de 9 a 14 nm. 

 

 

 

Figura 5: Composição dos cristais de óxido ferro obtidos por moagem e analisados por DRX. As 

imagens foram obtidas a partir do tratamento dos dados pelo programa X’Pert Higle Score Plus. A – 

Difratograma das nanopartículas produzidas. As setas azuis indicam os picos característicos de Fe3O4. B – 

Difratograma padrão de Fe3O4. Adaptado de ATOCHE-MEDRANO (2018) para comparação com 

amostra padrão de Fe3O4. C – Proporção (%) de magnetita (Fe3O4), maguemita (ɣ-Fe2O3) e ferro 

inorgânico nas nanopartículas produzidas. 
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O tamanho hidrodinâmico, em caldo LB, foi obtido por DLS e mostrou que as 

nanopartículas de magnetita aglomeram quando suspensas, obtendo tamanho de até 

1140 nm (Tabela 2). É possível notar que o aumento da concentração não resultou em 

aumento do tamanho da nanopartícula. 

 

Tabela 2: Tamanho hidrodinâmico e potencial zeta das nanopartículas de Fe3O4 em caldo LB puro e em 

caldo LB contendo 10% de soro fetal bovino. 

 Tamanho hidrodinâmico (nm) Potencial Zeta (mV) 

Fe3O4 (mg/mL) LB LB + SFB LB LB + SFB 

1 568,0 732,6   

5 971,1 658,7 15,49 -12,63 

6 680 722   

12 771 899   

24 731 736   

48 523 866   

96 819 457*   

192 1140 424*   

|Observações: LB – Caldo nutritivo Luria-Bertani. SFB – Soro Fetal Bovino inativo. *Foi obtido 

diferença significativa entre o tamanho das partículas suspensas em caldo LB puro, comparado ao LB + 

SFB. 

 

A adição de soro fetal bovino (SFB) na concentração de 10% no caldo LB não foi 

capaz de conter a aglomeração das nanopartículas, de modo que se observou tamanhos 

muito próximos àquele obtido em suspensão com caldo LB puro. Somente nas maiores 

concentrações (96 e 192 mg/mL), é que houve diferença significativa no tamanho das 

partículas, de modo que a adição de SFB ocasionou uma redução de 50 %. A análise do 

potencial zeta mostrou que a carga das partículas são negativas, em ambos os meios 

ensaiados. 

 

6.2. Caracterização física do CEM-FEB nos ensaios microbiológicos 

 

Os ímãs permanentes, constantes no Carrossel Magnético, geram um campo 

magnético estático (B) de 400 mT na face do ímã. A análise do CEM-FEB gerado 

mostrou que ele possui caráter não-homogêneo, ou seja, com intensidade de campo (B) 

que não se mantém constante ao longo do tempo. E, conforme mostrado na figura 6, o 

fluxo magnético (B) na região do porta-amostra (em que as suspensões bacterianas 
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foram expostas) variou de 58 a 70 mT dentro de um único ciclo (1 ms), na frequência de 

10 Hz.  

 

Figura 6: Gráfico do campo magnético (70 mT, 10 Hz) de caráter não-homogêneo. É demonstrado a 

variação do campo magnético vs tempo indicando que o campo não permanece homogêneo pois varia de 

56,2 a 71,5 mT, dentro de 1 segundo ou 1000 ms (1 ciclo). 

 

6.3. Concentração inibitória mínima (CIM) de E. coli DH5α expostas a 

nanopartículas de magnetita 

 

O crescimento de E. coli DH5α pVAX-1, após 24 horas de incubação, foi 100% 

inibido na concentração de 96 mg/mL sendo, portanto, essa a Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) da nanopartícula de magnetita isolada. Esse resultado pode ser 

visualizado macroscopicamente pela coloração arroxeada da suspensão no poço (Figura 

7).  

 

 

Figura 7: Concentração inibitória mínima (CIM) por microdiluição em caldo. Visualização do poço 

contendo suspensões bacterianas expostas a 96 mg/mL de Fe3O4 (em destaque). 

 

6.4. Cinética de crescimento de E. coli DH5α expostas nanopartículas de magnetita  

 A bactéria inicia sua fase logarítmica após 2 horas de inoculação em caldo 

nutritivo, e se mantém crescendo até cerca de 30 horas (Figura 8). Sendo assim, as 
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exposições aos diversos tratamentos puderam ocorrer entre 4 e 24 horas, durante a fase 

de crescimento bacteriano. 

 

Figura 8: Curva de crescimento normal de E. coli DH5α pVAX-1 para verificação da fase logarítmica. O 

ensaio foi realizado pela medida da densidade ótica (Abs = 600 nm) das suspensões bacterianas durante 

30 horas. 

 

6.5. Cinética de inibição de E. coli DH5α expostas nanopartículas de magnetita 

 

Os ensaios da curva de inibição de E. coli DH5α pVAX-1 (Figura 9) foram 

realizados nas concentrações de 24 a 192 mg/mL. Foi possível observar um inibição 

significativa do crescimento no intervalo de 2 a 24 horas, sendo que a exposição por 24 

horas exibiu maior grau de inibição em todas as concentrações ensaiadas. 

Foi possível verificar que a CIM de magnetita (96 mg/mL) exibiu o melhor 

resultado quanto à inibição do crescimento, comparado às demais concentrações, de 

modo que há uma queda de 35 a 60% no crescimento bacteriano entre 2 e 24 horas 

(Figura 9A). A associação entre magnetita e o campo magnético potencializou o efeito 

inibitório, que variou de 47 a 76%.  
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Figura 9: Curvas de inibição de E. coli DH5α pVAX-1 expostas a nanopartículas de Fe3O4 isoladas ou 

associadas ao CEM - FEB. A – Tratamento com nanopartículas de Fe3O4 na concentração de 96 mg/mL 

(CIM), isoladas e combinadas a um campo magnético dinâmico (70 mT, 10 Hz); B – Tratamento com 

nanopartículas de Fe3O4, nas concentrações de 48 e 192 mg/mL, combinadas a um campo magnético 

dinâmico (70 mT, 10 Hz). Os valores de cada ponto são dados em termos de média das amostras. O 

crescimento é medido em termos de porcentagem (%) relativo ao controle negativo, portanto, crescimento 

com valores menores que zero (y<0) indicam diminuição do crescimento e, maiores que zero (y>0) 

indicam estimulo do crescimento bacteriano. 

 

Avaliações de inibição utilizando concentrações de magnetita diferentes da CIM 

foram realizadas, exclusivamente com a combinação da nanopartícula com um campo 

magnético externo. Como resultado, houve efeitos inibitórios importantes de modo que 

a concentração de 48 mg/mL (0,5 x CIM) gerou inibição de 8 a 25% (Figura 9B) e a 
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concentração de 192 mg/mL (2 x CIM) diminuiu o crescimento de 25% a 53%, no 

período de 4 a 24 horas de exposição (Figura 9B). Observa-se que a elevação da 

concentração não proporciona o aumento do efeito inibitório. 

 

6.6. Curva de morte de nanopartículas de magnetita sobre E. coli DH5α 

 

Quanto ao experimento da curva de morte, no   período de exposição de zero a 

24 horas, a contagem de colônias não demonstrou diferença significativa entre as 

amostras testadas e os controles negativos (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10: Placas com ágar contendo colônias bacterianas crescidas após 24 de incubação. Após 

exposição de suspensão bacteriana à Fe3O4 (96 mg/mL) isolada e associada ao CEM-FEB e de Fe3O4 (48 

e 192 mg/mL) associada ao CEM-FEB, durante 2 a 24 horas, as suspensões foram semeadas em placas e 

incubadas por 24 horas para contagem de colônias. Houve crescimento bacteriano em todas as placas e 

em todos os ensaios, e não houve diferença no crescimento (Apenas algumas placas dos ensaios são 

mostradas). 

 

6.7. Combinação de magnetita com antibiótico canamicina 

 

A associação entre magnetita e canamicina (Figura 11), demonstrou significante 

redução do crescimento bacteriano, quando comparado ao controle. A canamicina 

isolada foi o controle utilizado no ensaio, e não inibiu o crescimento de E. coli DH5α 

pVAX-1 nas concentrações de 16 a 32 μg/mL. Para haver inibição, foi necessário 

concentrações superiores, de 64 a 126 μg/mL, para então ser obtido redução 

significativa do crescimento que atinge a inibição total na concentração de 256 μg/mL.  

Por outro lado, quando se associou magnetita a canamicina, houve redução de 

crescimento significativamente menor que aquele obtido com a canamicina isolada, com 

o efeito mantido até a concentração de 512 μg/mL do controle. Como comparação, a 
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associação de magnetita a 96 mg/mL com canamicina a 64 mg/mL revela o mesmo 

efeito inibitório que só foi obtido com a canamicina isolada a 256 μg/mL, ou seja, uma 

dose de antibiótico 4 vezes maior. A inibição de crescimento foi estatisticamente 

significativa (p < 0,05), quando comparado o resultado do controle negativo com o da 

associação entre canamicina (16 a 512 μg/mL) e magnetita (192 mg/mL), em todas as 

concentrações do antibiótico testada. Já a associação com magnetita (96 mg/mL), 

obteve diferença significativa com o controle, quando a canamicina foi associada nas 

concentrações de 16 a 512 μg/mL. 

  

 

 

Figura 11:  Ensaio de sinergismo Canamicina + Nanopartículas Fe3O4 (24h). Resultados estisticamente 

significantes foram obtidos entre amostra e controle negativo (Teste de Buferroni, p<0,05): (*) Diferença 

significativa entre a amostra (Canamicina + 192 mg/mL Fe3O4) e o controle negativo; (**) Diferença 

significativa entre a amostra (Canamicina + 96 mg/mL Fe3O4) e o controle negativo; (***) Diferença 

significativa entre as amostras. 

 

Observa-se que a associação da canamicina com magnetita apresenta ação 

potencializada quando comparada ao controle negativo, em todas as concentrações da 

canamicina, de 16 a 512 μg/mL. 

Quanto à comparação entre a utilização de magnetita na concentração de 96 mg/mL 

versus 192 mg/mL, os ensaios mostram que não houve diferença significativa entre os 

resultados.  
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6.8. Viabilidade celular 

 

O teste de viabilidade celular em 24 horas mostrou crescimento bacteriano em todos 

os ensaios, demonstrando que as células permaneceram viáveis após os tratamentos 

utilizados. Isso ocorreu com o semeio das suspensões bacterianas, após incubação por 

24 horas, para ensaios de avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 

magnetita (1,5 a 192 mg/mL), isolada e combinada ao campo magnético (70 mT, 10 

Hz), conforme sumarizado na tabela 3. Adicionalmente, viabilidade bacteriana também 

foi observada nos ensaios de curva de inibição com magnetita na concentração de 96 

mg/mL, isolada e associada ao campo magnético; e nas concentrações de 24, 48 e 192 

mg/mL de magnetita combinadas ao campo magnético (Tabela 4 e Figura 12). 

 

Tabela 3: Concentração inibitória mínima (CIM) da nanopartícula Fe3O4 sobre Escherichia coli DH5α 

pVAX-1 e teste de viabilidade em 24 horas. 

Concentrações de 

Fe3O4 (mg/mL) 

Crescimento 

bacteriano em caldo 

(24 h) 

Crescimento 

bacteriano em placa 

(Viabilidade) 

Ação 

1,5 + + - 

3,0 + + - 

6,0 + + - 

12,0 + + - 

24,0 + + - 

48,0 + + - 

96,0 - + Bacteriostática 

192,0 - + Bacteriostática 

 

|Observações: O crescimento bacteriano em caldo diz respeito à incubação bacteriana, por 24 horas, junto 

às nanopartículas com inspeção visual da coloração do poço após adição de resazurina. O sinal (-) indica 

ausência total de crescimento bacteriano (coloração roxa no poço) na concentração de 96 mg/mL, 

indicando que esta é a CIM das nanopartículas; o sinal (+) indica crescimento bacteriano. A viabilidade 

bacteriana diz respeito ao crescimento (+) ou não (-) de colônias bacterianas em placas com ágar, após 

semeio da suspensão exposta a Fe3O4 
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Tabela 4: Ensaio de viabilidade bacteriana em placa (24 horas) dos ensaio de curva de inibição. 

Concentrações de 

Fe3O4 (mg/mL) 

CEM-FEB 

(Sim ou Não) 

Crescimento 

bacteriano em placa 

(Viabilidade) 

Ação 

48,0 Sim + Bacteriostática 

192,0 Sim  + Bacteriostática 

96,0 Sim + Bacteriostática 

96,0 Não  + Bacteriostática 

 

|Observações: As bactérias foram expostas à CIM de Fe3O4 (96 mg/mL) isolada e associada ao campo 

magnético; à concentração abaixo da CIM (48 mg/mL) e a concentração acima da CIM (192 mg/mL) 

combinadas ao campo magnético. Houve crescimento em todos os ensaios. O crescimento em placas de 

ágar são indicados pelo sinal positivo (+). 

 

 

 

Figura 12: Ensaio de viabilidade bacteriana em placa (24 horas) dos ensaio de curva de inibição. As 

bactérias foram expostas à CIM de Fe3O4 (96 mg/mL) isolada e associada ao campo magnético; às 

concentrações abaixo da CIM (24 e 48 mg/mL) e a concentração acima da CIM (192 mg/mL) combinadas 

ao campo magnético. Houve crescimento em todos os ensaios. Obs.: Apenas alguns dos semeios estão 

demonstrados 

 

Os ensaios de viabilidade realizados após o ensaio de combinação entre magnetita e 

canamicina, mostrou crescimento de colônias bacterianas após a incubação por 24 horas 

(Tabela 5). Isso ocorreu em todas as concentrações de antibiótico testados (16 a 512 

μg/mL) e às suas combinações com a magnetita (Figura 13), apesar da canamicina e de 

sua combinação com nanopartículas terem apresentado inibição de crescimento em 

todas as concentrações ensaiadas. 
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Tabela 5: Ensaio de viabilidade bacteriana em placa após combinação de Fe3O4 com canamicina. 

 

|Observações: O controle negativo se refere à exposição das bactérias à canamicina isoladamente. O 

crescimento bacteriano após incubação em placas contendo ágar são indicados pelo sinal positivo (+). 

Houve crescimento em todos os ensaios, indicando que as células permanecem viáveis, mesmo nas 

concentrações em que há inibição do crescimento. 

 

 

 

Figura 13: Viabilidade celular do ensaio de combinação de Fe3O4 com canamicina. O controle negativo 

se refere à exposição das bactérias à canamicina isoladamente (16 a 512 μg/mL), o teste 1 se refere à 

associação do antibiótico com Fe3O4 na concentração de 96 mg/mL e o teste 2, da associação do 

antibiótico com Fe3O4 na concentração de 192 mg/mL. Houve crescimento em todos os ensaios. Obs.: 

Apenas alguns semeios estão demonstrados. 

 

6.9. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Após as análises do crescimento e metabolismo bacteriano, foi verificado se haveria 

alterações na parede celular bacteriana. As micrografias de MEV revelaram que as 

bactérias expostas a um campo eletromagnético isolado (70 mT, 10 Hz) ou a 

 Controle Negativo Fe3O4 (96 mg/mL) Fe3O4 (192 mg/mL) 

Concentrações 

de canamicina 

(µg/mL) 

Crescimento 

bacteriano 

(Viabilidade) 

Ação Crescimento 

bacteriano 

(Viabilidade) 

Ação Crescimento 

bacteriano 

(Viabilidade) 

Ação 

16,0 + Bacteriostática + Bacteriostática + Bacteriostática 

32,0 + Bacteriostática + Bacteriostática + Bacteriostática 

64,0 + Bacteriostática + Bacteriostática + Bacteriostática 

128,0 + Bacteriostática + Bacteriostática + Bacteriostática 

256,0 + Bacteriostática + Bacteriostática + Bacteriostática 

512,0 + Bacteriostática + Bacteriostática + Bacteriostática 



49 
 

nanopartículas de magnetita isoladas (192 mg/mL) apresentavam alterações 

morfológicas diversas (Figura 14).  

Na figura 14A observa-se o controle negativo, em que as bactérias apresentam 

morfologia conservada, com formato de bastonete típico e paredes lisas. As figuras 14B 

e 14C mostram a bactéria tratada com magnetita na concentração de 192 mg/mL, sem 

exposição ao campo magnético, evidenciando fissuras proeminentes com algumas 

células apresentando enrugamento na parede celular.  

Quando expostas ao campo magnético de 70 mT e 10 Hz, as células apresentaram 

retrações na parede bacteriana das amostras expostas, de modo que todas as células do 

campo de visão mostraram-se enrugadas e com perda do formato cilíndrico liso típico 

(Figura 14D). 

 

 

Figura 14:  Microscopia eletrônica de varredura de E. coli DH5α pVAX-1 tratada com Fe3O4 isolada e 

com campo eletromagnético isolado. A – Controle negativo. Bactérias incubadas sem nenhum tipo de 

exposição. Verifica-se morfologia bacteriana conservada e o formato bastonete típico e paredes lisas; B e 

C – Tratamento com nanopartícula de Fe3O4 a 192 mg/mL por 24 horas. Fissuras na parede celular estão 

circuladas em azul e enrugamento da parede celular, com aspecto de murchas, estão circuladas em 

laranja; D – Exposição bacteriana ao campo eletromagnético (70 mT e 10 Hz) durante 24 horas. Bactérias 

apresentando retração da parede celular bacteriana e perda do formato bastonete típico e de paredes lisas, 

apontadas com setas laranja; além de bastonetes com formato alterado semelhantes a cocos, apontados 

com seta azul. 
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6.10. Potencial zeta de suspensões de E. coli DH5α expostas a nanopartículas de 

magnetita e CEM-FEB  

 

A avaliação das alterações elétricas após a exposição a magnetita isolada e 

combinada ao CEM-FEB, foi realizada pela mensuração do potencial zeta e os 

resultados são demonstrados na Tabela 6.  

Não houve diferença entre o controle negativo e as amostras expostas durante 2 

horas, no entanto, os ensaios com exposição por 24 horas obtiveram alterações 

significativas (p > 0,05) de modo que as suspensões de E. coli DH5α (pVAX-1) 

exibiram aumento considerável do potencial zeta.  

Enquanto o controle negativo expressou potencial zeta de - 7,35 mV, as amostras 

expostas a magnetita (96 mg/mL) isoladamente aumentou o potencial zeta para - 2,02 

mV; o mesmo ocorreu com a amostra exposta a magnetita (192 mg/mL) isoladamente 

que obteve potencial zeta de - 4,18 mV, e combinado CEM-FEB de 10 Hz que obteve 

16,8 mV. 

 

Tabela 6: Potencial zeta de suspensões de E. coli DH5α pVAX-1 tratadas com Fe3O4 a 96 mg/mL e 192 

mg/mL, isolados ou combinado ao campo eletromagnético de (B = 70 mT, f = 10 Hz). 

 

 

 

 

 

|Observações: Após 2 horas de tratamento com Fe3O4 a 96 mg/mL e 192 mg/mL; Após 24 horas de 

tratamento com Fe3O4 a 96 mg/mL e 192 mg/mL, isoladas e expostas ao campo magnético de 70 mT e 10 

Hz. O controle negativo refere-se às suspensões bacterianas isentas de qualquer exposição (Fe3O4 ou 

campo magnético). O sinal (+) se refere à exposição ao CEM-FEB (ligado); o sinal (-) se refere a não 

exposição ao CEM-FEB (desligado). * Diferença significativa (p>0,05). 

 

Tempo (h)  Fe3O4 (mg/mL)   CEM-FEB (70 mT, 10 Hz) Potencial Zeta (mV) 

2 Controle negativo  -12,48 

2 96 - -12,74 

2 192 - -14,74 

24 Controle negativo 

 

-7,35 

24 96 + -7,88 

24 192 + 16,8* 

24 96 - -2,02* 

24 192 - -4,18* 
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7. DISCUSSÃO 

 

Para a realização desse estudo, a caracterização das nanopartículas de magnetita  

(Fe3O4) por  DRX demonstrou que a moagem de alta energia foi capaz de obter 

nanopartículas em tamanhos que variaram de 9 a 15 nm, o que é apropriado para 

apresentar a característica de superparamagnetismo (<25 nm), conforme discutido por 

trabalho anterior (LIU et al, 2006), que é relevante devido ao fato da nanopartícula gerar 

um campo magnético forte  ao  seu redor, somente quando associada a um campo  

magnético  externo que a estimula. O campo magnético induzido tem potencial de 

atividade biológica e a necessidade de um campo externo para induzí-lo, torna possível 

controlar essa ação. 

Além do tamanho das nanopartículas sugerirem propriedade superparamagnéticas, 

que é buscada para exercer os efeitos antibacterianos desejados nesse trabalho, esse 

parâmetro também é relevante para ser obtido a quantidade adequada de Fe3O4 nos 

cristais. Conforme discutido por Park e colaboradores (2005), a maguemita (ɣ-Fe2O3) é 

a fase dominante nos pequenos nanocristais de óxido de ferro com tamanho de 4 nm, 

enquanto a fração do componente magnetita (Fe3O4) eleva gradualmente com o 

aumento do tamanho das partículas, de modo que partículas com cerca de 13 nm 

possuem maior quantidade de Fe3O4 do que ɣ- Fe2O3 (PARK et al, 2005). Isso confirma 

o resultado apresentado, no qual foi obtido 30% de magnetita nas partículas produzidas, 

considerado alto teor, de acordo com Parveen e colaboradores (2012). É importante a 

obtenção de alta quantidade de magnetita na amostra, para garantir que os resultados 

dos ensaios possam ser atribuídos ao óxido e não advindos de outras fases que estejam 

no cristal (ex.: Fe, FeO, ɣ-Fe2O3 e outros). Portanto, o tamanho e a proporção de 

magnetita obtidos pela análise DRX sugerem a evidência do seu efeito 

superparamagnético sobre E. coli DH5α pVAX-1. 

Sendo assim, foi necessário considerar que a caracterização inicial das 

nanopartículas magnéticas por DRX indicou o diâmetro médio das partículas 

produzidas, refletindo o tamanho primário. Quando suspensas, as nanopartículas de 

magnetita tenderam a agregar-se. Watanabe (2013) menciona que a superfície das 

nanopartículas são de natureza extremamente hidrofóbicas e com isso interações de Van 

Der Waals formam-se entre elas originando partículas de tamanho maiores, ou seja, 

tamanhos hidrodinâmicos secundários (WATANABE, 2013). 
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Desse modo, a avaliação do tamanho hidrodinâmico das nanopartículas, realizadas 

por DLS, revelou que em caldo LB apresentavam tamanhos que variaram de 500 a 900 

nm. Nesse caso, o primeiro parâmetro analisado foi o tamanho primário da 

nanopartícula obtida, no qual não reflete a propriedade de Fe3O4, visto que os ensaios 

ocorreram em meio líquido e o tamanho hidrodinâmico secundário deve ser 

considerado. Como o fator tamanho é de extrema importância quando se trata das doses 

necessárias para alcançar os efeitos desejados, a alta agregação da nanopartícula 

aumentará o seu tamanho e consequentemente diminuirá a superfície de contato com a 

bactéria (PARVEEN et al, 2012; WATANABE et al, 2013). Além disso, contribui para 

a perda do efeito superparamagnético, necessitando de doses extremamente altas para 

conseguir inibição significativa (WATANABE et al, 2013; GONÇALVES et al, 2017; 

PARVEEN et al, 2012). 

Para resolver essa questão, a literatura mostra algumas alternativas para 

estabilizar a suspensão de nanopartículas magnéticas, diminuindo sua agregação, sem 

que seja necessário revesti-las com polietilenoglicol (PEG) ou lipídeos. Essas opções 

incluem a utilização de soro fetal bovino (SFB) ou tampão fosfato (PBS) em diluições 

variadas, como veículo para o coloide de nanopartículas (WATANABE et al, 2013; 

WIOGO et al., 2011). Por esse motivo, foi ensaiado adicionar 10 % de SFB ao caldo 

LB, com base no trabalho de Watanabe e colaboradores (2013), em que não se observou 

diferença significativa no tamanho hidrodinâmico das partículas independente de ter ou 

não adição de SFB ao caldo. 

A análise do potencial zeta das nanopartículas em suspensão revelou que 

possuem propriedade aniônica, tanto em caldo LB puro, quanto em caldo LB acrescido 

de SFB. E que essa característica não teve relação com a concentração de magnetita 

ensaiada, de modo que a carga ficou em torno de – 15 a – 25 mV, em todas as 

mensurações. Esse ensaio caracteriza as propriedades elétricas intrínsecas das 

nanopartículas não-revestidas aqui produzidas e, será importante para explicar os efeitos 

biológicos sobre as bactérias estudadas. 

É importante salientar que para maximizar os efeitos biológicos, o magnetita em 

suspensão tem que exibir carga oposta ao sistema biológico exposto, para que as 

interações eletrostáticas facilitem o contato das nanopartículas com a superfície do 

sistema (células por exemplo). Nesse sentido, pode ser realizado o revestimento das 

nanopartículas com moléculas que lhes confiram o caráter superficial desejado (BINI et 

al., 2012; ZHENG et al., 2020), ou podem ser carregadas utilizando-se contra-íons, 
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como nitrato (TALBOT et al., 2018). Estudos realizados por outros pesquisadores 

recorrem à modificação do pH do veículo de suspensão para modificar a carga das 

nanopartículas sem a necessidade de revesti-las (BERG et al, 2009; MARSALEK et al, 

2013). No entanto, essa última metodologia não é aplicável em todo tipo de estudo, pois 

muitas vezes não é apropriado modificar o pH do meio, como ocorre em ensaios in vivo, 

visto que o pH tecidual ou sanguíneo fica em torno de 7,4 e é importante mimetizá-los 

nos ensaios biológicos (NELSON E COX, 2018).  

Com a nanopartícula caracterizada, realizou-se o estudo da atividade antibacteriana, 

em que se determinou a fase log de E. coli DH5α pVAX-1 com a execução da curva de 

crescimento, com o intuito de escolher o período adequado de exposição ao tratamento. 

A determinação da fase log é relevante, pois se a bactéria entrasse em fase estacionária 

ou em fase de declínio, a inibição do crescimento poderia ser atribuída erroneamente ao 

tratamento utilizado. No entanto, se a inibição ocorrer durante a fase log, essa poderia 

ser atribuída à exposição a magnetita e ao campo magnético utilizado. Assim, a 

obtenção da fase log permitiu exposição ao sistema de tratamento durante o período 

entre 4 e 24 horas.  

Nos ensaios de curva de inibição, foi possível verificar que a magnetita isolada é 

capaz de causar diminuição do crescimento bacteriano (0 a 24 h) (Figura 10A) e que a 

CIM foi de 96 mg/mL (24 h) (Figura 8 e Tabela 2). Esse resultado concorda com estudo 

anterior (TAYLOR E WEBSTER, 2009) que obtiveram diminuição de crescimento de 

Staphylococcus epidermidis com magnetita superparamagnética com tamanhos de até 

18 nm. Os autores conseguiram resultados de inibição satisfatórios em concentrações 

mínimas, que variaram de 100 μg/mL a 2 mg/mL, em cultivos de 12 a 48 horas. A 

exposição bacteriana durante 48 horas às nanopartículas gerou morte celular 

(quantificadas por microscopia de fluorescência) de 20% a 33%, enquanto o controle 

negativo exibiu morte celular somente até 15% (TAYLOR E WEBSTER, 2009). 

Velusamy e colaboradores (2016) observaram atividade inibitória da nanopartícula de 

magnetita contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, nas concentrações 

de 103,7 μg/mL e 16,18 μg/mL, respectivamente. Acredita-se que essa atividade 

antibacteriana se deva a interferência desse composto sobre as funções vitais bacterianas 

pela ligação entre nanopartículas e membrana celular ou proteínas da membrana via 

interações eletrostáticas (TAYLOR E WEBSTER, 2009). 

 Como justificativa para esses resultados, os autores propuseram a hipótese de que a 

magnetita isoladamente seria capaz impedir a formação de biofilme bacteriano, e que 
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por isso havia diminuição do crescimento celular. Outro mecanismo possível 

apresentado, é que a morte bacteriana poderia advir da interrupção de funções vitais 

bacterianas devido à ligação entre nanopartículas e membrana celular ou proteínas da 

membrana via interações eletrostáticas (TAYLOR E WEBSTER, 2009).   

Os ensaios aqui apresentados corroboram com outros pesquisadoress 

anteriormente apresentados, quanto à atividade antibacteriana significativa da magnetita 

isolada. No entanto, difere dos outros estudos por apresentarem atividade signifitcativa 

em baixas concentrações, enquanto nessa pesquisa foi obtido com concentrações mais 

elevadas. Apesar dessa diferença, é importante salientar que, pensando-se em ensaios in 

vivo, as concentrações necessárias de magnetita são concentrações locais e não 

sistêmicas, diferente dos antibióticos convencionais que devem possuir concentração 

sistêmica para exercer seus efeitos. Essa diferença ocorre com a magnetita pois elas 

serão direcionadas ao órgão-alvo com o auxílio de um campo magnético externo, e 

devem se acumular localmente. Sendo assim, mesmo em concentrações in vitro 

aparentemente alta, como as obtidas neste trabalho, sistemicamente isso representaria 

uma concentração baixa. 

As altas concentrações obtidas nos ensaios de CIM, levantam duas questões 

importantes: 

Primeiramente, para que haja efeito biológico eficiente, ou seja, necessidade de 

baixa concentração de nanopartículas para produzir o efeito inibitório desejado, é 

imprescindível que a nanopartícula seja atraída para a superfície bacteriana, que 

apresenta um potencial zeta geralmente negativo e uniforme, uma vez que a carga na 

parede bacteriana é homogênea e, em geral, varia de -10 a -90 mV (ARAÚJO et al., 

2010 apud PALMER et al., 2007), dado observado na análise de E. coli DH5α pVAX-1, 

que obteve potencial zeta de -7,35 mV.  A análise do potencial zeta de magnetita 

mostrou que, em suspensão, também tem carga negativa. Logo, ocorre repulsão entre as 

nanopartículas e a superfície bacteriana. Sendo assim, para que ocorra o efeito 

inibitório, é necessário que haja mais nanopartícula disponível no meio para que tenha 

uma maior probabilidade de contato com a parede bacteriana. Essa observação, justifica 

a necessidade de altas concentrações de magnetita para obter inibição bacteriana.  

Segundamente, a análise do DLS demonstrou agregação, visto que os tamanhos 

hidrodinâmicos eram bem maiores que o tamanho primário obtido no DRX. Esse 

fenômeno diminui as propriedades de superparamagnéticas das nanopartículas, que seria 

uma das propriedades que explicaria o efeito antibacteriano. Com isso, a tendência de 
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aglomerar as tornam ferrimagnéticas (LIU et al, 2006; WANG et al, 2004; LEE et al, 

1996). Quando isso ocorre, um problema adicional surge: partículas de magnetita 

passam a atrair-se umas com as outras, por meio de interações magnéticas, o que pode 

gerar agregados particulados enormes (WATANABE, 2013). Desse modo, verifica-se 

diminuição da superfície de contato com a bactéria, tornando necessário doses cada vez 

maiores para obtenção do efeito inibitório, como foi observado no estudo. Caso não seja 

utilizado nenhum tipo de revestimento, que é o caso desse trabalho, a utilização de 

doses elevadas resultam em maiores tamanhos secundários e maior magnetização 

remanescente, que aumenta a atração entre as nanopartículas (WATANABE, 2013).  

As concentrações acima da CIM obtida (96 mg/mL), não mostraram inibição 

adicional, no período de 24 horas. Esse fato demonstra que as nanopartículas de 

magnetita são capazes de inibir o crescimento bacteriano até chegar a um platô ou ponto 

ótimo. Logo, o aumento da concentração não implica em aumento do efeito. Em 

conjunto, esses resultados sugerem que há um ponto ótimo de inibição, por volta da 

CIM (96 mg/mL), e que as concentrações em torno da CIM (48 a 192 mg/mL) apesar de 

inibirem o crescimento, não o fazem de modo proporcional à concentração utilizada.  

A escolha de combinar a magnetita com campo magnético alternado e não estático 

se deu devido à triagem (material suplementar), que demonstrou não haver inibição de 

crescimento com exposição ao campo magnético estático. 

Quanto aos ensaios em que houve exposição bacteriana à associação de 

nanopartículas de magnetita com o CEM-FEB (70 mT, 10 Hz), observou-se que o 

campo magnético potencializa o efeito inibitório da nanopartícula isolada (Figura 10A, 

10B, 10C). O estudo realizado com a CIM de magnetita (96 mg/mL) em 24 horas de 

exposição, indica que além da nanopartícula isolada produzir efeito inibitório 

significativo, a adição do campo magnético é capaz de reduzir em 16% o crescimento 

bacteriano, (60% de inibição com a magnetita isolada versus 76% de inibição com a 

associação magnetita + CEM-FEB). Adicionalmente, é importante frisar que essa 

diferença é ainda maior quando observado períodos de exposição inferiores a 24 horas: 

em 4 horas, a inibição de crescimento foi de 35,7% para 61,0%; e em 6 horas, foi de 

35,6% para 67,2%.  

Do ponto de vista de aplicação clínica, esse resultado é relevante devido ao fato de 

que campos magnéticos externos são capazes de guiar nanopartículas magnéticas à 

sítios-alvo (SHAGHOLANI, 2015; SADIGHIAN, 2014). Assim, a observação 

experimental de que esse campo externo também serviria como agente potencializador 
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do efeito antimicrobiano da Fe3O4, demonstra que seria possível diminuir a 

concentração necessária para combater uma infecção localizada, por exemplo. A 

observação experimental de que o uso de magnetita juntamente a um campo magnético 

externo não consiste apenas de um sistema de entrega de fármacos sítio-específico, mas 

sim de um sistema constituído de dois tratamentos com propriedades antibacterianas 

intrínsecas, que se utilizados juntos demonstram efeito antibacteriano potencializado, é 

de extrema importância e de nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que relata 

esse tipo de efeito com um campo fraco e de baixa frequência na literatura. 

Os ensaios com concentrações de magnetita acima (192 mg/mL) e abaixo (24 e 48 

mg/mL) da CIM, foram realizados exclusivamente com associação ao campo 

eletromagnético de 70 mT e 10 Hz. E, como resultado, também foi obtido inibição de 

crescimento significativa, com exceção da concentração de 24 mg/mL. É importante 

notar que a elevação da concentração não proporcionou o aumento do efeito inibitório e, 

em conjunto, esses resultados sugerem que as concentrações em torno da CIM (48 a 192 

mg/mL) apresentam o ponto ótimo de inibição (Figura 10).  

Esse tipo de associação é explorada na hipertermia magnética, um método com 

diversas aplicações na biomedicina que vão desde à terapia do câncer (LEE et al, 2011), 

até a exploração contra micro-organismos (SUNEET et al, 2019), e que pode, como os 

resultados aqui apresentados, causar a diminuição significativa de crescimento 

bacteriano, quando comparado aos processos convencionais de morte celular. Nesse 

processo, magnetita funciona como fonte de aquecimento local devido à sua exposição a 

um campo magnético, podendo causar a morte de células localmente expostas. Isso 

ocorre porque tais nanopartículas transformam a energia eletromagnética em calor, que 

dependerá de parâmetros experimentais de medição, propriedades estruturais e 

magnéticas das nanopartículas magnéticas, bem como, dos parâmetros coloidais das 

soluções (PIÑEIRO-REDONDO et al, 2011).  

Corroborando com os ensaios aqui apresentados, um estudo de Bañobre-López e 

outros autores (2013) mostraram que Pseudomonas fluorescens teve a sobrevivência 

diminuída quando exposta a uma solução aquosa de nanopartículas de magnetita (10 

nm), na concentração de 16 mg/mL associada a um CEM de 10 mT e 873 kHz, de modo 

que a contagem de colônias chegou a zero (BAÑOBRE-LÓPEZ et al, 2013).  

Considerando que a intensidade do campo magnético utilizado e a concentração de 

magnetita são próximos aos parâmetros utilizados neste trabalho, os dados aqui 

apresentados são confirmados quando à existência de efeitos inibitórios bacterianos 
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significativos são advindos da associação de magnetita com um campo magnético 

externo.  

     É importante notar que a frequência do campo alternado utilizados por Bañobre-

López e colaboradores (2013) é extremamente alta, estando na faixa de kHz, justamente 

o tipo de frequência em que é descrito a hipertermia como mecanismo de ação para 

morte celular (LEE et al, 2011; SUNEET et al, 2019). Nos ensaios aqui apresentados 

são realizados na frequência de 10 Hz, que não possui energia suficiente para gerar 

calor. Por esse motivo, infere-se que os resultados obtidos não advém do aquecimento 

local gerado nas bactérias (hipertermia), mas sim do efeito do intenso campo magnético 

gerado localmente pela nanopartícula exposta ao campo externo (LIU et al, 2006; 

WANG et al, 2004). Mesmo não havendo indução de calor, um campo magnético é 

capaz de causar estresse bacteriano, refletido pela alteração do metabolismo energético 

com maiores atividades de desidrogenase (FILIPIC et al, 2012; DANEVČIČ E 

STOPAR, 2011), e um aumento na concentração de ATP (FILIPIC et al, 2012; KARU 

et al, 1995). 

A forma pelo qual um campo magnético exerce os efeitos biológicos depende de um 

efeito janela, no que diz respeito aos parâmetros físicos, relacionado à interação 

complexa entre a frequência do campo (f) versus a intensidade do fluxo magnético (B) 

(HUNT et al, 2009). Desse modo, há determinados parâmetros dos campos magnéticos 

que podem ser ou não biologicamente eficazes. As respostas biológicas não respondem 

de forma linear ao campo magnético usado, visto que campos magnéticos relativamente 

intensos podem não gerar efeito significativo, enquanto campos menores da ordem de 

10 – 100 μT podem gerar (BINHI E SAVIN, 2002). Somado aos fatores físicos, os 

parâmetros biológicos dos biossistemas ensaiados frente à exposição a um campo 

magnético também se mostram importantes (GRUNDLER et al, 1992), comprovados 

conforme experimentos realizados desde a década de 1985 (WALLECZEK et al, 1991; 

CONTI et al. 1985). Nesse trabalho, essas questões foram observadas durante os ensaios 

de triagem (material suplementar), em que a exposição de E. coli DH5α a um campo 

magnético estático de 400 mT não foi capaz de causar inibição de crescimento 

bacteriano. 

 Os dados obtidos diferiram daqueles apresentados por Aldosky e outros autores 

(2012), os quais avaliaram a resposta fisiológica de Staphylococcus aureus a um campo 

magnético estático de 100, 200 e 300 mT, conferindo diminuição do crescimento 

bacteriano, acentuado pelo aumento da intensidade do campo (ALDOSKY et al, 2012). 
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Noutro estudo, dessa vez utilizando a cianobactéria Anabaena doliolum, a exposição a 

um campo magnético estático gerado por um ímã permanente de 300 mT durante 1 a 6 

horas também gerou efeitos inibitórios importantes nas culturas expostas, comparado ao 

controle negativo (SINGH et al, 1994). Os trabalhos supracitados utilizaram parâmetros 

semelhantes a este trabalho: avaliaram o crescimento bacteriano por meio da densidade 

ótica das suspensões, e a exposição foi realizada com um mesmo tipo de campo 

magnético que o aqui apresentado. Apesar disso, os organismos ensaiados foram 

diferentes, e por esse motivo não foi possível obter os mesmos resultados inibitórios. 

Sendo assim, a exposição ao campo magnético estático não foi explorada nos ensaios 

posteriores.  

Ao contrário do que foi observado com o uso de campos magnéticos estáticos, 

os campos eletromagnéticos (B = 70mT, f = 10 Hz) isoladamente foram capazes de 

causar inibição do crescimento bacteriano nos ensaios de triagem (material suplementar) 

e, apesar do seu uso isolado não ter sido explorado nos ensaios seguintes, esse tipo de 

alteração em Escherichia coli já havia sido relatada anteriormente por outros autores. 

Por exemplo, Justo e colaboradores (2006), mostraram que um campo eletromagnético 

de frequência extremamente baixa (CEM-FEB) de 55 mT do tipo solenoide (com 

frequência menor que 300 Hz) causou diminuição significativa na biomassa bacteriana 

em exposições durante 6,5 horas. A partir desses resultados, os autores inferiram existir 

efeitos letais sobre as bactérias, visto que a mensuração de biomassa conta tanto células 

viáveis, quanto não viáveis e, comparado ao controle negativo, a biomassa bacteriana 

diminuiu significativamente (JUSTO et al., 2006). 

Quanto aos ensaios de associação entre o aminoglicosídeo canamicina e Fe3O4, 

evidenciaram a existência de um efeito aditivo entre as terapias, em que o aumento 

significativo da inibição de crescimento demonstra que magnetita potencializa o efeito 

do antibiótico em bactérias resistentes (Figura 11). Esse efeito pode ser explorado no 

quesito da resistência bacteriana, uma vez que foi capaz de diminuir a dose necessária 

do antibiótico para causar inibição de crescimento nas células resistentes à canamicina. 

O fato da nanopartícula na concentração de 96 mg/mL requerer a associação com 

antibiótico numa dose 4 vezes menor, para obter o mesmo efeito inibitório, permite 

inferir que nanopartículas de magnetita podem ser utilizadas como adjuvante a um 

antibiótico que deixou de ser eficaz contra uma determinada cepa, ou se tornado 

obsoleto, permitindo que novamente seja útil, e em menores doses, contra infecções.  



59 
 

Cada vez mais, a resistência bacteriana tem diminuído o arsenal de antibióticos 

eficazes, tornando fármacos obsoletos contra determinada espécie bacteriana (BANIN et 

al, 2017). Por isso é importante que além de buscar novas terapias contra essas 

bactérias, seja feita uma tentativa de recuperar a utilização de substâncias já aprovadas. 

Essa opção pode ser feita por exemplo, utilizando-se associações que permitam ao 

antibiótico agir contra as bactérias resistentes em menor dose, como o que foi relatado 

nesse trabalho. Assim, considerando os resultados obtidos, pode-se dizer que magnetita 

além de possuir efeito antibacteriano intrínseco, é capaz de potencializar o efeito 

antibacteriano de um antibiótico.  

É importante mencionar que a ausência de resultados inibitórios da canamicina, 

isoladamente, nas concentrações de 16 e 32 μg/mL era um resultado esperado, visto que 

as bactérias E. coli DH5α pVAX-1 são resistentes à canamicina na concentração de 30 

μg/mL. Porém, a suposição inicial era que aumentos sucessivos na concentração do 

antibiótico isolado (para concentrações acima de 30 μg/mL) fosse capaz de aumentar o 

grau de inibição, o que não ocorreu, indicando que aumentar muito a dose de um 

antibiótico já obsoleto não repercutirá em efeito inibitório adicional, além   de aumentar 

as chances de toxicidade. Portanto, quando se observa os efeitos inibitórios na 

combinação canamicina (16 – 32 μg/mL) + Fe3O4, estes são atribuídos ao efeito das 

nanopartículas de Fe3O4, exclusivamente. 

Quanto a comparação entre as suspensões expostas a magnetita (96 mg/mL versus 

192 mg/mL) não ter demonstrado diferença, indica que o efeito aditivo possui um platô, 

e que não adianta dobrar a dose da nanopartícula para aumentar o efeito. Essa 

observação também foi obtida com os ensaios de inibição de crescimento.  

A associação benéfica entre nanopartículas magnéticas e antibióticos, melhorando o 

efeito inibitório do fármaco, foi relatada anteriormente por Niemirowicz e 

colaboradores (2016), concordando com os resultados aqui apresentados. Isolados 

clínicos resistentes de S. aureus e P. aeruginosa, foram incubados na presença de 

antibióticos convencionais (vancomicina e colistina), isoladamente e associados a 

magnetita e o crescimento bacteriano foi avaliado pelo método de microdiluição seriada, 

semelhante ao estudo realizado. Como resultado, as amostras co-tratadas com 

nanopartículas e antibióticos demonstrou que a o tratamento combinado é mais eficaz 

do que a terapia isolada com agentes antibacterianos (NIEMIROWICZ et al, 2016). 

Noutros ensaios, nanopartículas magnéticas modularam interação de aminoglicosídeos 

(estreptomicina e neomicina), de modo que magnetita foi capaz de interferir nas 
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interações antibiótico-célula, alterando a fluidez da membrana plasmática (ISTRATE et 

al, 2014). 

A investigação dos efeitos sobre a taxa de crescimento bacteriano e a sensibilidade a 

aminoglicosídeos também foi verificada pela associação desses antibióticos a campos 

eletromagnéticos, ao invés de nanopartículas magnéticas. E. coli ATCC 25922 e P. 

aeruginosa ATCC 27853 foram expostas a uma combinação entre CEM-FEB (2 mT; 50 

Hz) e canamicina ou amicacina e, como resultado, a taxa de crescimento de ambas as 

estirpes diminuiu significativamente quando incubadas por 4, 6 e 8 h. Os autores 

obtiveram efeito inibitório aditivo com o CEM, visto que foram utilizadas 

concentrações antimicrobianas subinibitórias de canamicina (1,0 μg/mL) sobre o 

crescimento de E. coli, e de amicacina (0,5 μg/mL) sobre o crescimento de P. 

aeruginosa (SEGATORE et al, 2012). Esses resultados nos mostram a possibilidade de 

combinar também o campo magnético, utilizado nesse trabalho, em associação a 

magnetita para avaliar a possiblidade de efeito potencializado ainda superior ao que foi 

obtido. 

A avaliação da viabilidade celular mostrou que a incubação durante 24 horas das 

bactérias incubadas em concentrações crescentes de magnetita (1,5 a 192 mg/mL), para 

o ensaio da CIM, apresenta crescimento bacteriano, indicando que mesmo quando a 

nanopartícula inibe completamente o crescimento, não há morte celular (Tabela 2). A 

permanência da viabilidade de E. coli DH5α pVAX-1 em todas os testes realizados nas 

curvas de inibição (Figura 11), indica que o efeito inibitório da exposição contínua às 

nanopartículas isoladas ou associadas ao CEM-FEB tem caráter bacteriostático, e não 

bactericida. Do mesmo modo, o ensaio de combinação entre magnetita e canamicina 

também mostra um efeito bacteriostático (Figura 13) visto que colônias bacterianas 

cresceram após a incubação em placas em todas as concentrações de antibiótico e suas 

combinações com magnetita. Dados confirmados pelo ensaio de curva de morte, em que 

evidencia a ação bacteriostática.   

É importante citar que o efeito inibitório bacteriostático é bastante explorado na 

clínica contra infecções, havendo diversos fármacos antibióticos que são 

bacteriostáticos como as tetraciclinas, sulfonamidas e oxazolidinonas (ANVISA, 2007), 

ficando a morte bacteriana a cargo do hospedeiro. Desse modo, os resultados obtidos 

apontam para a possibilidade de utilização das terapias magnéticas contra as infecções 

provocadas por bactérias resistentes. 
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Com o intuito de verificar a possível influência das substâncias em estudo e o 

campo magnético sobre E. coli DH5α pVAX-1, analisou-se as suas ações na superfície 

celular bacteriana. A interface entre o envoltório celular externo e o ambiente 

extracelular desempenham papel crucial na fisiologia bacteriana. Nesse sentido, a 

superfície externa participa dos processos de adesão, troca com o ambiente, interação 

com o sistema imunológico do hospedeiro e, por fim, interfere no crescimento e divisão 

celular (WILSON et al., 2001).  

A superfície bacteriana é carregada negativamente, pois nela estão ancoradas 

macromoléculas com funções químicas diversas (carboxila, fosfato e aminas, p.e.) que 

se ionizam em pH fisiológico, conferindo carga superficial (WILSON et al., 2001 apud 

MOZES e ROUXHET, 1990). A carga de superfície pode ser avaliada indiretamente 

com base no potencial zeta (WILSON et al., 2001 apud SAITO et al., 1997), que 

consiste numa ferramenta útil para avaliar o comportamento bacteriano (WILSON et al., 

2001) sob efeito de um sistema terapêutico, como o aqui proposto. 

Nesse trabalho, alterações no potencial zeta da suspensão bacteriana foram 

investigadas com a finalidade de verificar se a membrana celular seria um alvo 

molecular do CEM-FEB (70 mT, 10 Hz) e de nanopartículas superparamagnéticas de 

magnetita, e se poderia ser correlacionada responsável pelos bioefeitos observados 

(diminuição de crescimento e alterações morfológicas). 

Os resultados obtidos do potencial zeta mostram que não há diferença 

significativa entre os controles negativos e as amostras expostas durante 2 horas. No 

entanto, na exposição durante 24 horas a magnetita isolada ou combinada ao CEM-FEB 

foi capaz de gerar aumento significativo do potencial zeta (p> 0,05). Com base nisso, 

supõe-se que o tempo de exposição é importante para que diferenças no potencial zeta 

sejam detectáveis, e que 2 horas é insuficiente para demonstrar tal alteração. 

Os ensaios mostraram ainda que, o maior aumento no potencial zeta foi obtido 

na exposição a magnetita (192 mg/mL) combinada ao campo magnético, quando 

comparado ao efeito da magnetita isolada (Tabela 3). Sendo assim, esse resultado 

aponta para a importância do campo magnético sobre o efeito.  

Esses resultados confirmam trabalhos prévios, em que o campo magnético altera 

as propriedades elétricas superficiais de E. coli. El-Kaliuoby e colaboradores (2020), 

observaram que campos magnéticos pulsados, em frequências menores que 40 Hz, 

alteravam a constante dielétrica das suspensões bacterianas. E, noutra abordagem, 

Oncul e colaboradores (2016), observaram alterações no potencial zeta quando utilizada 



62 
 

um campo magnético de 1 mT e 50 Hz. Apesar desses trabalhos não utilizarem os 

mesmos parâmetros que os investigados aqui, o fato de ter sido utilizado um campo 

magnético de frequência extremamente baixa (CEM-FEB), dá suporte às observações 

aqui apresentadas.  

Pesquisas evidenciam que um campo magnético é   capaz de provocar alterações 

na membrana celular e, consequentemente, na carga de superfície (EL-KALIUOBY et 

al, 2020; OHATA et al, 2004).  Isso ocorre porque, ao interagir diretamente sobre a 

membrana celular, o CEM-FEB força os íons e moléculas dentro da célula causando 

mudanças elétricas heterogêneos no envoltório celular (SUDARTI et al., 2018; DI 

BIASIO et al., 2010). As mudanças nas propriedades elétricas da célula estão 

relacionadas à condutividade elétrica da membrana e a suas características dielétricas, 

sendo que as modificações na macroestrutura do envoltório devem-se às mudanças 

membranares de: canais iônicos, concentração iônica, e ligação das cargas às 

macromoléculas (SUDARTI et al., 2018; DI BIASIO et al., 2010). 

Adicionalmente, é importante notar que a magnetita isolada também pode causar 

alterações significativas no potencial zeta. Isso indica que, além de estar comprovado o 

efeito biológico via aumento de espécies reativas de oxigênio (ERO’s), mediado após 

endocitose celular (ARAKHA et al., 2015; ZHANG et al., 2013; SCHAFER et al., 

2000), as nanopartículas de óxido de ferro podem ter efeito externamente à célula, 

interagindo somente com a superfície.    

Análises do potencial zeta bacteriano são importantes, pois esse parâmetro 

exerce papel significativo na manutenção da função celular, além de fornecer 

informações úteis sobre as características da superfície celular (TOKUMASU et al., 

2012). Alterações geradas no potencial zeta são reconhecidamente um possível 

marcador de dano à membrana bacteriana, pois se correlaciona ao aumento da 

permeabilidade celular e, conforme investigado por Halder e colaboradores (2015), 

essas alterações podem eventualmente relacionarem-se com a diminuição da viabilidade 

celular (HALDER et al., 2015). 

Além de predizer dano à membrana bacteriana, o potencial zeta é um dos 

parâmetros que se correlacionam ao processo de adesão bacteriana a uma superfície 

para a formação de biofilme. A problemática dos biofilmes bacterianos é que os micro-

organismos que o compõem aderem a superfícies inertes e colonizam material médico 

invasivo, o que resulta num sério problema para a saúde pública devido às bactérias em 

biofilme ficarem inacessíveis aos antibióticos, e ao grande potencial que estes 
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organismos têm de causar infeções em pacientes mais suscetíveis ou portadores de 

próteses ou implantes (ALVES, 2016).  

A avaliação das propriedades de adesão de bactérias mostrou que, em alguns 

casos, as características físico-químicas da superfície da célula contribuem 

determinantemente no processo de adesão (CHAVES, 2004). E, conforme revisado por 

Araújo (2010), o potencial zeta é um importante parâmetro da superfície bacteriana no 

processo de adesão e formação de biofilme. Portanto, as modificações na carga de 

superfície podem impedir ou diminuir a formação de biofilme em espécies bacterianas 

que os preoduzem de modo que as alterações de potencial zeta, como aqui apresentadas, 

representam um importante resultado pois apontam que as células de E. coli expostas 

podem ser menos susceptíveis a produzir um biofilme bacteriano viável. 

Os bioefeitos das nanopartículas de magnetita e CEM-FEB foram confirmados 

pela microscopia eletrônica de varredura (MEV), que permitiu visualizar alterações 

morfológicas importantes. Essa observação indica que o estresse causado pelo sistema 

terapêutico causa modificações consideráveis na bactéria e que a superfície bacteriana é 

um alvo dos agentes terapêuticos utilizados, considerando as alterações morfológicas 

identificadas na superfície. É importante frisar que, o fato do controle negativo exibir 

bactérias com morfologia conservada, confirma definitivamente que as alterações 

observadas nos grupos expostos devem-se ao tratamento e não aos processos de fixação 

e desidratação realizados para a microscopia. Portanto, as alterações morfológicas 

obtidas são resultado da tentativa de adaptação da bactéria ao estresse dos campos 

magnéticos e das nanopartículas magnéticas. 

Considerando as alterações morfológicas encontradas nesse trabalho, é possível 

que o estresse gerado pelo CEM-FEB e pela magnetita tenha ocorrido pela capacidade 

desses agentes afetarem estruturas da superfície bacteriana, como proteínas 

morfogênicas. Embora não tenha sido realizado esse tipo de ensaio, essa suposição pode 

ser feita a partir do fato de que os fármacos direcionados à membrana bacteriana (nisina, 

p.e.) podem tanto interferir em proteínas de divisão celular, quanto em proteínas 

relacionadas à morfologia bacteriana (STRAHL E HAMOEN, 2010). 

Corroborando com os resultados apresentados, estudos anteriores verificaram a 

existência de alterações morfológicas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 

quando expostas a um CEM-FEB de 0,5 mT e 50 Hz. As mudanças morfológicas 

relatadas para E. coli foram semelhantes àquelas encontradas nos ensaios aqui 

mostrados, como retração da membrana citoplasmática e alterações na parede, 
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conferindo aspecto enrugado, além de notarem desintegração da parede celular, extrusão 

do conteúdo citoplasmático e bolhas (INHAN-GARIP et al, 2011). 

A diminuição do crescimento bacteriano, observada nos ensaios de curva de 

inibição, pode ter sido causada pela diminuição da divisão celular e não por alterações 

bacterianas que causem a morte da célula, como a destruição da membrana. Embora não 

tenha sido analisado a existência de lise na membrana, a microscopia não mostrou 

paredes destruídas e essas observações concordam com os ensaios, pois mostram que os 

efeitos inibitórios são de caráter bacteriostático. Logo, considerando a análise da 

microscopia, há indícios de que a diminuição no crescimento bacteriano pode ter sido 

gerada pela ação de Fe3O4, e do campo magnético sobre a superfície bacteriana (parede 

e membrana). 

As estruturas envolvidas na divisão celular e os elementos do citoesqueleto 

bacteriano são estruturas ancoradas na membrana, e que a ligação à membrana 

desempenha um papel crítico na segregação cromossômica e na regulação da divisão 

celular (STRAHL E HAMOEN, 2010), e com isso, é de se esperar que agentes que 

alterem o envoltório celular modifiquem o crescimento bacteriano. Sabe-se ainda que, 

além do DNA, outros parâmetros interferem na divisão celular e na proliferação 

bacteriana, como propriedades de empacotamento da estrutura da membrana celular. 

Assim, alterações ocorridas no envoltório da bactéria podem modificar a estrutura da 

membrana celular ou a permeabilidade iônica. Como consequência, constituintes 

intracelulares podem extravasar da célula ou conteúdos extracelulares podem entrar nela 

e interagir com o DNA, sendo que ambos fatores são capazes de prejudicar a divisão 

(EL-KALIUOBY et al, 2020). Logo, como foi observado alteração no potencial zeta 

junto às alterações morfológicas superficiais, infere-se que essas são possíveis causas 

para a diminuição do crescimento bacteriano, aqui apresentado. 

No entanto, a interação intracelular como fator para causar diminuição da 

viabilidade não pode ser descartada pois, Kadhim e colaboradores (2019) observaram 

que nanopartículas de magnetita são capazes de danificar cepas de Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa após permear o ácido nucleico 

bacteriano e a membrana citoplasmática. Adicionalmente, Jabir e colaboradores (2019) 

investigaram o aumento da produção de ERO’s gerado, por essas nanopartículas 

absorvidas, causando danos em S. aureus e E. coli. Os efeitos intracelulares de um 

campo magnético também foi estudado por Qian e colaboradores (2016), que 
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observaram interação com o DNA bacteriano resultando na inativação de Bacillus 

subtilis.  

Portanto, apesar dos ensaios aqui apresentados não terem investigado a interação 

intracelular e, suportarem a hipótese de que a interação com a superfície bacteriana é 

importante para gerar os efeitos inibitórios apresentados, não é descartado a existência 

de outros mecanismos de ação, conforme observado pelos literatura sobre o tema. 
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8. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS  

 

Os ensaios apresentados mostram que o modelo experimental que avaliou o 

potencial antibacteriano de nanopartículas de magnetita (Fe3O4) isoladas ou associadas a 

um campo magnético externo, possui atividade antibacteriana intrínseca. Isso significa 

que, independente da veiculação de um fármaco antibiótico, esse sistema diminui o 

crescimento celular por meio da interação com a superfície bacteriana.  

Portanto, concluímos com este trabalho que: 

1. Nanopartículas de magnetita diminuem o crescimento de Escherichia 

coli DH5α resistente à canamicina (portadora do plasmídeo pVAX-1); 

2. A associação de magnetita com um campo eletromagnético em frequência 

extremamente baixa (CEM-FEB) potencializa a inibição do crescimento 

bacteriano; 

3. A magnetita potencializa o efeito inibitório do antibiótico canamicina, ao 

qual a bactéria não responde quando utilizado isoladamente, causando 

inibição significativa no crescimento bacteriano; 

4. Os efeitos inibitórios apresentados possuem caráter bacteriostáticos; 

5. Nanopartículas de magnetita isoladas ou associadas ao CEM-FEB alteram o 

potencial zeta de E. coli, indicando exercer efeito na superfície bacteriana; 

6. Nanopartículas de magnetita e CEM-FEB causam alterações morfológicas 

significativas na superfície da célula estudada. 

 

Portanto, nesse contexto, as perspectivas futuras para o desenvolvimento racional 

desse projeto são: 

 

1. Dar continuidade aos ensaios in vitro sobre Escherichia coli DH5α (pVAX-1); 

2. Formular as nanopartículas de magnetita em suspensões estáveis, de modo a 

diminuir a agregação e aumentar a eficácia de seu efeito antibacteriano (obter 

resultados em menores doses): 
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 Revestir a magnetita, com a finalidade de obter nanopartículas com 

superfície positiva para interagir de modo mais eficiente com a superfície 

bacteriana; 

3. Ensaiar as suspensões de magnetita em bactérias portando resistência de 

importância clínica, de acordo com a listagem da OMS; 

4. Proceder aos ensaios in vivo. 
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10. APÊNDICE 

 

 

Figura suplementar 1: Campo magnético estático (B = 400 mT) utilizado nos ensaios de triagem. O 

aparato para geração de campo magnético estático é formado por suporte cilíndrico para tubos, tipo 
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falcon, contendo ímãs de neodímio acoplados. As suspensões bacterianas são adicionadas no tubo falcon.

 

Figura suplementar 2: Ensaio de triagem. Ação do campo magnético estático sobre a curva de 

crescimento de E. coli DH5α pVAX-1. A – Observa-se estímulo do crescimento bacteriano; B – Observa-

se que não há diferença significativa sobre o crescimento bacteriano. 
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Figura suplementar 3: Ensaio de triagem. Avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) de Fe3O4 

(1,5 a 48 mg/mL) sobre E. coli DH5α pVAX-1 em 24 horas (circulado em azul). Nota-se que nas 

concentrações utilizadas, não houve inibição significativa de crescimento, sendo necessário aumentar a 

concentração nos próximos ensaios. 
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