
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a) 
autor(a), o texto completo desta 
dissertação será disponibilizado 
somente a partir de 18/08/2021. 



 15 

                

SÍNTESE DE NANOEMULSÃO E NANOPARTÍCULA DE OURO 

(AuNPs) CONTENDO NISINA E SEUS EFEITOS SOBRE OS 

FATORES DE VIRULÊNCIA DE Staphylococcus aureus 

ALESSANDRA FURLANETTO 

Dissertação apresentada ao Instituto de Biociências, 

Campus de Botucatu, UNESP, para obtenção do título 

de Mestre no Programa de Pós-Graduação em Biologia 

Geral e Aplicada, Área de concentração: Biologia de 

parasitas e micro-organismos 

Professor Associado Ary Fernandes Junior 

BOTUCATU – SP 

2020 

Campus de Botucatu 

Instituto de  
Biociências PG-BGA 



 

                                                                                                                                                                               

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

“Julio de Mesquita Filho” 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS DE BOTUCATU  

 

 

 

SÍNTESE DE NANOEMULSÃO E NANOPARTÍCULA DE OURO 

(AuNPs) CONTENDO NISINA E SEUS EFEITOS SOBRE OS 

FATORES DE VIRULÊNCIA DE Staphylococcus aureus 

 

 

ALESSANDRA FURLANETTO 

 

PROF. ASSOCIADO ARY FERNANDES JUNIOR 

 

DRA. FERNANDA CRISTINA BÉRGAMO ALVES 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Instituto de Biociências, 

Campus de Botucatu, UNESP, para obtenção do título 

de Mestre no Programa de Pós-Graduação em Biologia 

Geral e Aplicada, Área de concentração: Biologia de 

parasitas e micro-organismos 

 
      Professor Associado Ary Fernandes Junior 

 
 

 

                                                       

 

 

 

 
 

BOTUCATU – SP  

2020 

Campus de Botucatu 

Instituto de  
Biociências PG-BGA 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

 

 A Deus, por ter permitido que eu tivesse essa oportunidade, me ajudando a alcançar 

meus objetivos e que com certeza me ajudou nas minhas dificuldades. 

 

 Aos meus pais, Cyntia Maria Diehl e Antonio Furlanetto, que são a minha base e minha 

inspiração. Sem o apoio deles, com certeza não teria chegado onde cheguei e não teria me 

tornado a pessoa que me tornei. Nenhum agradecimento será o suficiente para expressar a 

gratidão que eu sinto por eles.  

 

 Ao meu namorado, Luís Felipe da Silva, que nunca deixou de estar do meu lado e me 

apoiar nesses 2 anos e 7 meses que estamos juntos. Por mais que tenhamos nossos altos e baixos, 

nunca deixou de me ajudar, de me apoiar, de me AMAR. Não sei o que seria de mim sem o seu 

companheirismo e amor. Eu te amo! 

 

 Aos meus amigos de laboratório: Ana Flávia, Alessandra Sani, Luciana Lyra e Pedro 

Bernardino. Com certeza sem vocês eu não teria realizado um terço do meu trabalho. 

Principalmente à Ana Flávia, obrigada por toda a ajuda desses anos, por todas as risadas (que 

não foram poucas), pela nossa viagem pro Chile, pelos docinhos do Giga e principalmente por 

toda a paciência, não deve ter sido fácil! 

 

 À Mariana Albano, que mesmo que eu não tenha tido muito tempo de convívio no 

laboratório como as outras meninas tiveram, me ensinou muito, tanto da área acadêmica quanto 

da vida. Desejo sempre muito sucesso pra você independentemente de onde estiver, seja nos 

Estados Unidos, no Brasil ou em qualquer outro lugar do mundo! Obrigada por tudo, Mari. 

 

 Aos meus amigos de Botucatu e da vida: Júlia Abbade, Bárbara Campos Jorge, Rafael 

Belleti, Carolina Campos e Isabela Ferraz. Ter vocês comigo aqui em Botucatu desde 2014 é 

um dos maiores presentes que a vida pôde ter me dado. Por mais que na Pós-Graduação cada 

um tenha seguido um caminho diferente e por isso seja difícil nos vermos sempre que nem 

antes, ter vocês aqui em Botucatu ainda já me traz um alívio e uma segurança por saber que 

vocês sempre estarão aqui por mim, e eu sempre estarei aqui por vocês. Em Botucatu ou em 

qualquer outro lugar do mundo! Eu amo vocês. 

 



 

 Aos meus colegas de trabalho do CDI do Hospital das Clínicas, tanto os biomédicos 

como a equipe de enfermagem, obrigada pela parceria e pela amizade que construímos. A gente 

trabalha pra caramba, mas sempre dá tempo de rirmos um pouco e de nos divertirmos. O 

trabalho é cansativo, mas ter a companhia de vocês deixa as coisas mais fáceis (mas tem dias 

que nem Deus ajuda!). 

 

 À minha co-orientadora Fernanda C. Bérgamo Alves, que desde antes do mestrado me 

ensinou tanto, e agora mesmo não estando mais no nosso laboratório, não mede esforços para 

me ajudar. Obrigada, Fer, por todo o ensinamento (que não foi pouco), por toda a ajuda, seja 

do mestrado ou mesmo da vida, e principalmente por toda a paciência. Sem você do meu lado 

nessa fase eu não teria realizado o meu trabalho, com certeza. Você é um anjo em forma de 

gente! 

 

 À Profª Carla dos Santos Riccardi, que entrou nesse desafio junto comigo para me ajudar 

e ensinar sobre nanoemulsões e nanopartículas, assunto que eu nunca nem tinha ouvido falar 

antes do mestrado. Obrigada por toda a ajuda, ensinamento, paciência e por ter escutado 

inúmeras vezes as minhas angústias pelos meus resultados não estarem saindo como eu 

desejava. Nunca vou esquecer de uma dessas vezes, em que me acalmou e disse que tudo daria 

certo, era só questão de tempo e paciência. E no fim, estava certa. Obrigada por tudo, 

Professora! 

 

 Ao meu orientador, Profº Ary Fernandes Júnior, por toda a amizade desses anos, desde 

o ano de 2015 quando nos conhecemos e quando resolvi que queria fazer Iniciação Científica 

no laboratório. Um orientador e um amigo que com certeza nunca esquecerei! Obrigada 

Professor, por toda a ajuda acadêmica e também da vida, obrigada por sempre me escutar (mais 

uma vez, minhas angústias) e me aconselhar. Não teria como eu ter sido orientada por outro 

professor. Muito obrigada por tudo, todos esses anos! 

 

 A todos os funcionários do Departamento de Microbiologia e Imunologia do IB e aos 

funcionários do Laboratório Central da FCA, muito obrigada por fazerem com que tenha sido 

possível eu realizar o meu trabalho! Vocês foram essenciais para essa conquista. 

 

 

 



 

Resumo 

 

O aumento no número de bactérias multirresistentes aos fármacos antibacterianos tradicionais 

é preocupação de saúde pública e tem motivado pesquisas na buscsa por antimicrobianos 

alternativos para minimizar este problema, e na obtenção de substâncias com capacidade de 

matar bactérias e/ou interferir com a sua patogenicidade. O Staphylococcus aureus é capaz de 

causar inúmeras doenças, incluindo intoxicações alimentares. Esta bactéria se tornou resistente 

aos diversos antimicrobianos ao longo dos anos com destaque para o S. aureus meticilina-

resistente (MRSA). O peptídeo antimicrobiano (AMP) nisina, bacteriocina produzida por 

Lactococcus lactis é um que vem sendo estudado na forma de nanoemulsões e nanopartículas. 

O objetivo desse estudo foi sintetizar, caracterizar e testar nanoemulsões e nanopartículas de 

ouro (AuNPs) de nisina, para a verificação da ação antibacteriana, através da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM), atividade antibiofilme, antienterotoxina, atividade hemolítica, ação 

sobre a membrana bacteriana determinada pelo extravasamento de proteínas, sobre linhagens 

padrões ATCC de S. aureus, e teste de viabilidade celular em linhagem HCT-116 por citometria 

de fluxo. Os tratamentos utilizados foram nisina, cinco nanoemulsões com nisina (Nano-Nis), 

AuNPs com nisina (AuNPs-Nis), AuNPs com Nano-Nis (AuNPs + Nano-Nis) e AuNPs-Nis 

com nanoemulsão (AuNPs-Nis + Nano). De acordo com os resultados obtidos para CIM, 

observou-se que para a cepa ATCC 33591 de MRSA, a nanoemulsão denominada número 1, 

foi a mais eficiente entre as 5 testadas incluindo também a própria nisina. Por outro lado, sobre 

as linhagens também ATCC enterotoxigênicas, a nanoemulsão número 5 foi a mais eficiente 

sobre SEA e SEB com valores inferiores comparativos ao obtidos com a nisina e demais 

nanoemulsões. Considerando que a nanoemulsão número 1 foi a mais eficiente sobre a cepa 

MRSA, foi dada continuidade dos estudos utilizando combinações desta nanoemulsão 

juntamente com as AuNPs. Observou-se que as AuNPs-Nis, apresentaram mesma ação que a 

nisina isoladamente enquanto a do tratamento AuNPs + Nano-Nis apresentou menor valor. Os 

testes antienterotoxinas foram realizados utilizando kit SET-RPLA, entretanto, todas as cepas 

se mostraram fortes produtoras de enterotoxinas com uso de concentrações correspondentes a 

70% do valor de CIM nos ensaios, com exceção das AuNPs-Nis que resultaram em moderada 

produção de SEA e SEB. O teste antibiofilme foi realizado com concentrações subinibitórias 

de 25% a 90% do valor de CIM dos tratamentos incubando-as por 48 horas. Todos os 

tratamentos apresentaram redução da produção de biofilme, em todas as concentrações testadas. 

A atividade hemolítica foi determinada para tratamentos com concentrações variando desde ¼ 

até 4 vezes o CIM. No valor de CIM, dois tratamentos apresentaram-se hemolíticos enquanto 

no valor de 4xCIM, quatro tratamentos apresentaram-se hemolíticos. O teste de extravasamento 

protéico foi realizado, tendo as concentrações protéicas determinadas de acordo com protocolo 

de Bradford, e utilizando concentrações de 1 e 2 vezes a CIM para MRSA. O tratamento que 

resultou em maior concentração de proteínas extravasadas foi a Nano-Nis. Os tratamentos, com 

exceção da nanoemulsão, não apresentaram efeito citotóxico sobre a linhagem HCT-116. 

Assim, pode-se dizer que as nanoemulsões e AuNPs, quando conjugados à nisina, foram 

eficazes contra S. aureus, com potencial antibacteriano otimizados quando utilizando-a na 

forma pura.  

Palavras-chave: fatores de virulência, nanotecnologia, peptídeos antimicrobianos, resistência 

bacteriana, Staphylococcus aureus 



 

Abstract 

 

The growth in the number of multiresistant bacteria resistant to traditional antimicrobial drugs 

is a public health concern which has been motivated researchs worldwide, seeking new 

antimicrobial drugs to minimize this problem besides getting new substances able to erradicate 

bacteria and/or interfer with their pathogenicity. Staphylococcus aureus is a highly virulent 

bacteria, able to cause countless diseases including food poisoning. This bacteria got resistant 

to many antimicrobials within the years, highlighting the S. aureus metchilin-resistant (MRSA). 

The antimicrobial peptide (AMP) nisin, bacteriocin synthesized by Lactococcus lactis, is one 

that has been studied in nanoemulsions and nanoparticles. The objective of this study was to 

synthesize, characterize and evaluate nanoemulsions and gold nanoparticles (AuNPs) with 

nisin, to verify their antibacterial action, using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), 

antibiofilm activity, antienterotoxin activity, hemolytic activity, action on bacterial membrane 

determined by protein leakage, on MRSA ATCC strains, and cell viability in HCT-116 strain 

by flow citometry. The treatments used were nisin, five nanoemulsions with nisin (Nano-Nis), 

AuNPs with nisin (AuNPs-Nis), AuNPs with Nano-Nis (AuNPs + Nano-Nis) and AuNPs-Nis 

with nanoemulsion (AuNPs-Nis + Nano). According to the results obtained for MIC, it was 

observed that for the MRSA strain ATCC 33591, the number 1 formulation of nanoemulsions 

was the more efficient between the five others, including nisin itself. However, when tested on 

enterotoxigenic strains, the number 5 nanoemulsion was the more efficient on SEA and SEB 

with lower values when compared to nisin itself and with other nanoemulsions. Whereas 

nanoemulsion 1 was the more efficient on MRSA strain, the study continued with this 

nanoemulsion, with the AuNPs. It was observed that AuNPs-Nis showed the same action than 

nisin itself while the AuNPs + Nano-Nis treatment showed a lower MIC. The antienterotoxin 

test was evaluated by SET-RPLA kit, however, all of the enterotoxigenic strains showed high 

enterotoxin production after the experiment with 70% of the treatments’ MICs, except for 

AuNPs-Nis, which resulted in moderate production of SEA and SEB. The antibiofilm test was 

evaluated with six subinhibitory concentrations, from 25% to 90%, incubating them for 48 

hours. All treatments showed biofilm reduction in all six concentrations. The hemolytic activity 

was evaluated for the treatments from ¼ to 4 times the values of MICs. In the MIC value, two 

treatments showed hemolytic activity while in 4xMIC, four treatments showed hemolytic 

activity. The test for proteins leakage was evaluated following Bradford protocol, with 

concentrations of one and two times the MICs value for MRSA strain. The treatment that 

showed the higher concentration of leakaged proteins was Nano-Nis. The treatments, except 

for the ones with nanoemulsion, didn’t show citotoxicity on HCT-116 strain. Then, it can be 

concluded that the nanoemulsions and the gold nanoparticles, when conjugated with nisin, were 

efficient against different strains of S. aureus, with antibacterial potential higher than the 

potential of nisin itself. 

 

 

 

Key-words: virulence factors, nanotechnology, antimicrobial peptides, bacterial resistance, 

Staphylococcus aureus 
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1. Introdução 1 

A resistência bacteriana aos antibióticos, medicamentos que são utilizados amplamente 2 

pela população, têm se apresentado cada vez mais disseminada dentro de uma comunidade, 3 

evoluindo para uma escala global. Os antibióticos são utilizados em muitos casos erroneamente, 4 

tanto por sub-dosagem como em casos onde o paciente faz o uso da medicação sem ao certo 5 

saber se realmente é uma infecção bacteriana que está ocorrendo. Dessa forma, para 6 

controlarmos a disseminação de bactérias resistentes, duas medidas podem ser tomadas: 7 

controlar e reduzir as prescrições de antibióticos e a prevenção da propagação desses micro-8 

organismos de pacientes infectados para a comunidade (Vassal et al., 2017).  9 

O Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva que coloniza naturalmente o 10 

corpo humano, mas também possui a capacidade de expressar diversos fatores de virulência, 11 

como a produção de biofilme e de enterotoxinas, e se apresenta potencialmente patogênica ao 12 

homem. Uma das suas principais características é ser altamente oportunista, principalmente no 13 

ambiente hospitalar, sendo capaz de causar desde infecções simples até mesmo sepses. Um S. 14 

aureus de grande preocupação dos pesquisadores é a S. aureus meticilina-resistente (MRSA), 15 

que apresenta resistência contra o antibiótico meticilina, além dos demais β-lactâmicos, e já 16 

foram reportados casos de resistência dessa cepa também à vancomicina (Mandal et al., 2015). 17 

 Uma vez que muitas bactérias patogênicas têm adquirido resistência aos medicamentos 18 

comumente utilizados, os pesquisadores têm estudado diversas formas de como combater esses 19 

micro-organismos. Diversos compostos já apresentaram efeitos antimicrobianos, dentre eles os 20 

peptídeos antimicrobianos (AMPs). Os AMPs possuem atividade contra bactérias, vírus e 21 

fungos e são componentes de origem biológica que podem ser derivados de plantas, mamíferos, 22 

insetos e anfíbios. Suas principais características são a sua natureza catiônica e a sua capacidade 23 

de permeabilizar membranas de micro-organismos. Um AMP bastante estudado é a nisina, 24 

especialmente contra bactérias Gram-positivas inclusive com ação superior a alguns 25 

antibióticos. 26 

 A nisina é uma bacteriocina, da classe Ia, também conhecida como um lantibiótico. É 27 

uma bacteriocina considerada segura para consumo (GRAS – Generally Recognized As Safe) e 28 

é utilizada na indústria alimentícia para preservação de alimentos há mais de 60 anos. Seu modo 29 

de ação implica na sua capacidade de formar poros na membrana bacteriana, levando ao 30 

extravasamento do seu conteúdo citoplasmático, acarretando na morte celular. A nisina possui 31 

afinidade às moléculas de lipídio II localizadas na membrana plasmática, que são essenciais 32 

para a síntese da estrutura da mesma (Scherer et al., 2015).  33 



16 
 

 Com o objetivo de otimizar a ação antibacteriana da nisina e de outros AMPs, a 1 

nanotecnologia vem sendo empregada em diversos estudos e, na área microbiológica, possui 2 

como objetivo otimizar a entrega do composto de interesse ao seu micro-organismo alvo. 3 

Diversos nanomateriais podem ser sintetizados, incluindo nanoemulsões e nanopartículas de 4 

ouro (AuNPs). Os nanomateriais são aplicados nas mais diversas áreas, desde a indústria 5 

agrícola até a indústria farmacêutica e hospitalar (Leite et al., 2018). Como vantagens, os 6 

nanomateriais podem fornecer uma menor toxicidade ao hospedeiro, maior biodisponibilidade 7 

do composto encapsulado e uma maior estabilidade (Dávila-Rodríguez et al., 2019). 8 

 9 
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6. Conclusão 1 

A nanotecnologia é amplamente utilizada em diversas áreas, sendo dentre estas também na 2 

microbiologia médica. Isto se confirmou, pois a incorporação da nisina em nanoemulsões e 3 

nanopartículas de ouro (AuNPs) possibilitou que sua ação antibacteriana fosse otimizada com 4 

redução na concentração necessária para a inibição bacteriana quando comparado aos testes na 5 

sua forma pura.  6 

A utilização da nisina mostrou ser uma alternativa potencial na antibioticoterapia em 7 

especial para doenças provocadas por S. aureus. Além de possuir significativa atividade 8 

antibacteriana, os tratamentos estudados contendo AuNPs e nanoemulsões se mostraram, em 9 

sua maioria, seguras quanto à toxicidade sobre hemácias e células tumorais de cólon. Por outro 10 

lado, os ensaios com as nanoemulsões apresentaram-se tóxicas quando testadas em 11 

concentrações superiores a CIM obtidas, ou seja, em concentrações acima daquelas necessárias 12 

para obtenção da morte dos S. aureus testados. 13 

A síntese de nanoemulsões e AuNPs, e suas aplicações, se mostraram eficazes além de 14 

serem alternativas potenciais para o seu uso futuro sobre outras bactérias Gram-positivas, e 15 

possivelmente em Gram-negativas, com o objetivo de otimizar a ação destes compostos ativos, 16 

capazes de contribuir para minimizar o problema da resistência aos fármacos antimicrobianos 17 

e reduzir a quantidade dos compostos ativos necessários para tal finalidade. 18 
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