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RESUMO 
 

 
 

As nanopartículas metálicas exibem diversas propriedades que vêm sendo estudadas 

nos últimos anos em diferentes áreas do conhecimento, principalmente as de prata e 

ouro. Um efeito característico destas, a ressonância de plásmons de superfície (RPS) 

confere a capacidade de aumento de propriedades ópticas de outras moléculas, 

quando em condições específicas. Na área da saúde, uma possibilidade de uso 

desses sistemas é na associação aos chamados fotossensibilizadores (FS), que são 

utilizados para a produção de espécies reativas de oxigênio, quando combinados com 

a luz na Terapia Fotodinâmica, tendo uma modalidade para microrganismos 

denominada inativação fotodinâmica (IFD). Nesse estudo, nanoprismas de prata 

foram preparados, caracterizados e posteriormente conjugados com o FS azul de 

metileno (AM), que tem amplo uso na prática clínica e aprovação pelo órgão 

regulatório nacional. O objetivo foi aplicar os conjugados na IFD de dois isolados 

resistentes: Staphylococcus aureus isolado da mastite bubalina e Candida albicans 

isolado da balanopostite. Medidas de espectroscopia mostraram que a associação 

entre os nanoprismas e AM promoveu mudanças de intensidade na fluorescência, de 

acordo com a concentração do FS empregada, tendo um aumento de ca 30% 

observados para a dose de 100 µmol.L-1. Foi observado um potencial de superfície () 

estável para os nanoprismas ( = -51.7 ± 0.55 mV), que reduziu proporcionalmente a 

concentração de AM (para 25 µmol.L-1,  = -43.36 ± 0.37mV e para 100 µmol.L-1, -3.40 

± 0.15 mV). A ausência de toxicidade dos sistemas coloidais obtidos foi determinada 

frente a linhagem de macrófagos sadios. Os ensaios de IFD utilizando uma fonte de 

luz vermelha (45.87 mW.cm-2) com tempos de 3, 6 e 9 minutos mostraram que, no 

menor tempo, obteve-se total inativação do inóculo, numa [AM] = 45 µmol.L-1. Para a 

total inativação de C. albicans precisou-se irradiar 2 min, para o conjugado contendo 

[AM] = 100 µmol.L-1. Em todos os cenários testados, o AM não demonstrou inativação 

fotodinâmica total. Os resultados evidenciam a capacidade dos conjugados como 

eficientes fotossensibilizadores para posteriores aplicações in vivo, inclusive em 

patologias que há relato de resistência. 

 
Palavras-chave:  agentes fotossensibilizantes; resistência microbiana a 

medicamentos; nanopartículas; fotoquimioterapia



ABSTRACT 
 

 
 

Metallic nanoparticles exhibit several properties that have been studied in recent years 

in different areas of knowledge, especially those of silver and gold. A characteristic 

effect is surface plasmon resonance (SPR), that confers the ability to increase optical 

properties of other molecules under specific conditions. In the health area, one 

possibility of using these systems is in association with the so-called photosensitizers 

(PS), which are used for the production of reactive oxygen species, when combined 

with light in Photodynamic Therapy, having a modality for microorganisms called 

photodynamic inactivation. (PDI). In this study, silver nanoprisms were prepared, 

characterized and subsequently conjugated with PS methylene blue (MB), which has 

wide use in clinical practice and has been approved by the national regulatory agency. 

The objective was to apply the conjugates in the PDI of two resistant isolates: 

Staphylococcus aureus isolated from buffalo mastitis and Candida albicans isolated 

from balanoposthitis. Spectroscopy measurements showed that the association 

between nanoprisms and MB promoted changes in fluorescence intensity, according 

to the concentration of PS used, with an increase of ca 30% observed for the dose of 

100 µmol.L-1. A stable surface potential () was observed for nanoprisms ( = -51.7 ± 

0.55 mV), which proportionally reduced in the presence of MB (for 25 µmol.L-1,  = - 

43.36 ± 0.37mV and for 100 µmol.L-1, -3.40 ± 0.15 mV). The absence of toxicity of 

colloidal systems obtained was determined against the lineage of healthy 

macrophages. PDI assays showed that the time required for total inactivation of the S. 

aureus strain was 3 min with the conjugate (for [MB] = 45 µmol. L-1 in the conjugate). 

For total inactivation of C. albicans, it was necessary to irradiate 2 min for the conjugate 

containing [MB] = 100 µmol.L-1. In both experiments and under the same conditions, 

MB did not show total photodynamic inactivation. The results show the ability of the 

conjugates as efficient photosensitizers for later in vivo applications, including in 

pathologies where resistance is reported. 

 
Keywords: photosensitizers agents; Microbial drug resistance; nanoparticles; 

photoquimiotherapy
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1 INTRODUÇÃO 

O aumento da resistência dos microrganismos aos tratamentos convencionais 

tem compelido a busca de formas alternativas mais eficientes de tratamento. Neste 

sentido, a Terapia Fotodinâmica (TFD), que consiste basicamente no emprego de uma 

luz de baixa potência com uma molécula fotossensível para gerar espécies reativas 

de oxigênio, vem emergindo nas últimas décadas. Entre as luzes utilizadas, temos 

lasers e LEDs para a ativação dos chamados agentes fotossensibilizadores (FS), que 

quando irradiados na região da luz visível, reagem com o oxigênio e geram espécies 

reativas de oxigênio (EROs), levando à morte celular no alvo de atuação. 

Diversas aplicações já são relatadas para a TFD, como na oncologia, 

dermatologia e odontologia. Quando voltada para a inativação de microrganismos, 

temos uma modalidade denominada Inativação Fotodinâmica (IFD), que é 

amplamente estudada para aplicação frente aos microrganismos que vem adquirindo 

resistência ao longo dos anos. 

Diversas moléculas podem ser utilizadas como FS e, entre elas, podemos 

destacar moléculas das classes de fenotiazinas (p.ex, Azul de Metileno, AM). O AM é 

um fotossensibilizador de amplo uso, por conta de seu baixo custo em comparação a 

outras classes e também possui a vantagem de já ser aprovado por diferentes órgãos 

reguladores. Um dos exemplos de seu uso é na forma de solução para o tratamento 

de periodontite bacteriana (SGOLASTRA et al., 2013). 

Visando melhoria na eficácia dos FS, bem como a melhoria de parâmetros da 

TFD, que se relacionam diretamente com características destes, novas propostas vêm 

surgindo baseadas no uso da nanotecnologia. Entre essas, temos a encapsulação de 

moléculas fotossensíveis em nanopartículas poliméricas, e também recursos no 

campo da plasmônica, por meio da transferência de energia de nanopartículas, como 

as nanopartículas de prata. 

Uma das principais características das AgNPs é a ressonância de plásmons de 

superfície que permite a interação entre a radiação eletromagnética incidente e os 

elétrons das bandas de condução nos nanometais. Tais processos conduzem a 

efeitos de campos ópticos próximos a tais nanoestruturas, culminando em fenômenos 

de amplificação do sinal original, como por exemplo, os que envolvem processos de 

emissão de luz. 
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Este efeito depende da morfologia das partículas no meio coloidal, as quais 

podem ser obtidas na forma de: esferas, bastões, prismas e estruturas complexas 

como estrelas (GÓMEZ et al, 2018), e que possui diversas aplicações, como 

catalíticas, ópticas, biomédicas, farmacêuticas e no desenvolvimento de sensores 

(FAIRUZI et al, 2018). Além disso, também há um amplo campo de utilização na 

amplificação de fluorescência através de efeitos plasmônicos, com aplicações no 

combate bacteriano através da Terapia Fotodinâmica (MELO et al, 2012). Por outro 

lado, AgNPs já vem sendo aplicadas na área biomédica como agentes 

antibacterianos, principalmente no intuito de proteger superfícies frente ao 

crescimento de biofilmes bacterianos por meio de mecanismos de redução de adesão 

bacteriana (FREIRE et al, 2018). 

Uma das interações que decorrem da associação entre um fotossensibilizador 

e uma nanopartícula é a transferência de energia. Esse efeito é dependente de 

algumas condições, como a distância, em nanômetros, do máximo de absorção e de 

extinção destes. Quando próximos, por conta do efeito de ressonância de plásmons 

de superfície, que é uma característica bastante estudada das partículas, podemos 

ter a concentração de elétrons num determinado lado da partícula e a transferência 

para o fotossensibilizador no estado excitado tripleto. Essa doação faz com que a 

geração de espécies reativas seja mais eficaz, e com isso, uma melhora na atividade 

fotodinâmica é observada. 

Devido ao aumento da resistência microbiana, diferentes formas de tratamento 

que venham atuar como complementares são comumente estudadas. Por esta razão, 

este trabalho estudou o efeito da inativação fotodinâmica com conjugados 

provenientes da associação de nanoprismas de prata com o azul de metileno frente a 

uma cepa de Staphylococcus aureus isolado da mastite bubalina. Outro 

microrganismo estudado foi a Candida albicans, que foi isolada de um indivíduo 

acometido com balanopostite, resistente ao tratamento com azóis
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2 OBJETIVOS 

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver sistemas nanoestruturados conjugados em meio coloidal, entre 

nanoprismas de prata com azul de metileno e avaliar seu potencial uso na inativação 

fotodinâmica de microrganismos resistentes isolados de patologias. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

I. Preparar nanoprismas de prata utilizando a metodologia de crescimento por 

semente; 

II. Conjugar eletrostaticamente o azul de metileno e nanoprismas de prata; 

III. Caracterizar os sistemas obtidos, através de diferentes metodologias 

analíticas (morfológicas, espectroscópicas e coloidais); 

IV. Avaliar a eficácia de produção de espécies reativas utilizando a detecção 

indireta pela degradação da N,N-dimetil-3,4-nitrosanilina; 

V. Utilizar a  metodologia de  inativação fotodinâmica  frente  a  isolados de 

Staphylococcus aureus e Candida albicans com perfil de resistência. 



16  
 

3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
3.1 MICRORGANISMOS E RESISTÊNCIA 

O uso não racional de antimicrobianos tem sido uma preocupação para 

os profissionais de saúde e indústrias farmacêuticas. Com a com descoberta da 

penicilina, em 1928, teve início Era dos Antibióticos. O uso indiscriminado de 

antimicrobianos por parte de prescritores, da população que pratica a automedicação 

e também no setor agropecuário levou ao desenvolvimento de superresistência as 

terapias convencionais, fazendo necessário o desenvolvimento de antimicrobianos 

cada vez mais potentes e de espectro aumentado, elevando assim os custos do 

processo de fabricação e trazendo também o custo de vidas que se perdem 

decorrente de infecções por superbactérias não responsivas aos tratamentos 

convencionais (BUSH et al., 2011; DODDS, 2017). 

Mesmo com a sofisticação tecnológica que temos alguns microrganismos são 

capazes de desenvolverem mecanismos ainda mais eficazes que transpõem as 

nossas tecnologias e não sabemos até que ponto seremos eficientes em desenvolver 

fármacos capazes de se sobressaírem a esses microrganismos super-resistentes 

(SILVA; AQUINO, 2018). Deve-se considerar também os altos custos no 

desenvolvimento e a pequena perspectiva de retorno financeiro por parte das 

indústrias farmacêuticas (DODDS, 2017). 

Diante do exposto fica clara a inadiável necessidade de desenvolvimento de 

tecnologias outras que não se utilizem dos antimicrobianos convencionais. É a partir 

dessa perspectiva que novas áreas como a área da fotônica, especificamente a 

biofotônica (utilização de luz e instrumentos da óptica em questões que se relacionem 

com os seres vivos) e mais diretamente a terapia fotodinâmica, podem trazer novos 

horizontes aos problemas já conhecidos. 

3.1.1 Mastite 

A mastite pode ser definida como uma inflamação aguda das glândulas 

mamárias, que acomete atualmente uma gama de mamíferos. É uma patologia que 

pode ser fatal (caso ocorra uma sepse), e tem uma grande relação com a economia, 

sendo uma das principais causas da redução de produção do leite, mudanças em sua 

composição e qualidade (GOMES; HENRIQUES, 2016). Além disso, está relacionada 

diretamente com o bem-estar animal e a segurança alimentar. Uma das principais 
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preocupações de indústrias de laticínios é a resistência bacteriana que têm 

aumentado potencialmente nos últimos anos, fazendo com que os antibióticos estejam 

susceptíveis ou ineficaz o tratamento (HEIKKILÄ et al., 2018). 

Entre os principais animais acometidos temos o rebanho de bovinos (SREDNIK 

et al., 2018), caprinos (HOEKSTRA et al., 2019) e bubalinos (SREDNIK et al., 2018). 

O principal microrganismo associado a essas infecções é o Staphylococcus aureus, 

além dele, outros patógenos que fazem parte da microbiota também podem estar 

envolvidos na infecção, como Streptococcus uberis, Escherichia coli, e Klebsiella spp 

(RUEGG, 2017). 

O Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura e pecuária de 2018, 

possuí o maior rebanho de búfalos do ocidente, sendo quatro raças espalhadas pelo 

país, principalmente na região Amazônica. Os búfalos se destacam por apresentar 

uma qualidade nutricional de leite bastante elevada, que contém teores de 

macromoléculas mais abundantes do que o rebanho bovino, por exemplo. Os mesmos 

problemas apresentados para os rebanhos bovinos são vistos para os bubalinos 

quando são acometidos por mastite, que são majoritariamente a queda da qualidade 

do leite e os altos custos de antibioticoterapia e prevenção (MEDEIROS et al., 2013). 

Diversos tratamentos podem ser propostos para a mastite bubalina, uma vez 

que há uma baixa eficácia no tratamento com antibióticos, que possui um alto custo 

(SILVA et al., 2016). Entre as alternativas para o tratamento, temos as AgNPs, onde 

há relatos de inativação de cepas de mastite bovina subclínica (HABIBIAN 

DEHKORDI; HOSSEINPOUR; KAHRIZANGI, 2011), bem como inativação através de 

FS, por meio da terapia fotodinâmica frente aos mesmos tipos de microrganismos 

(MOREIRA et al., 2018). Não existem relatos do uso de AgNPs combinadas a um FS 

para a inativação fotodinâmica de bactérias isoladas de qualquer rebanho acometido 

por mastite. 

 

3.1.2 Infecções fúngicas 

 
Fungos são seres dispersos no meio ambiente, em vegetais, ar atmosférico, 

solo e água, sendo capazes de colonizar o homem e animais e, frente à perda do 

equilíbrio parasita-hospedeiro podem causar diversos quadros infecciosos, com 

formas clínicas localizadas ou disseminadas (KAUFFMAN, 2009). As leveduras do 

gênero Candida despertam o interesse médico devido a sua elevada frequência de 
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colonizar e infectar o ser humano, causando infecções do tipo candidíase, candidoses 

ou monilíase com amplo espectro clínico (BEN-AMI, 2018). 

 

Fazem parte da microbiota humana e são extremamente oportunistas, 

adaptáveis e capazes de causar infecções no hospedeiro (DJORDJEVIC et al., 2015). 

Para que ocorra infecção, ou seja, a mudança de comensal para patogênico, é preciso 

que ocorra perturbação nas condições, como mudança de clima ou depressão 

imunológica, acarretando infecções que podem se manifestar de forma cutânea ou 

até generalizada (KAUFFMAN, 2009). Candida albicans é tida como a espécie mais 

patogênica, sendo o agente etiológico responsável por diferentes infecções clínicas, 

que vão desde comprometimento superficial em mucosa até infecções sistêmicas com 

maior grau de severidade (BERTOLINI et al., 2019). 

 

A mudança da morfologia de levedura para hifa é um fator importante para a 

patogênese, pois causa danos aos epitélios e também induz o processo inflamatório 

(CLEARY et al., 2016). Outra característica a ser apontada da determinada espécie é 

a capacidade de adesão a vários sítios anatômicos formando comunidades 

microbianas chamadas de biofilmes (WALL et al., 2019), que comumente se associam 

a outros microrganismos, como bactérias (p. ex, S. aureus e Pseudomonas 

aeruginosa) e agravam a patologia e o tratamento (LOHSE et al., 2018). Cerca de 

30% das mulheres apresentam colonização vaginal, e os casos de infecções fúngicas 

hospitalares associados a Candida, ultrapassam a marca de 70%, o que 

eventualmente vem restringindo às opções terapêuticas (DADAR et al., 2018). 

 

Candidíase é a denominação dada a infecção derivada de leveduras do gênero 

Candida, onde determinadas espécies são comensais na microbiota da pele e 

mucosas, podendo acometer órgãos, tecidos e desenvolver diversos quadros clínicos 

(PRASAD; NAIR; BANERJEE, 2019). As infecções têm emergido com bastante 

frequência nos últimos anos se tornando um problema grave na saúde pública, 

afetando principalmente pacientes imunossuprimidos e pacientes internados na UTI 

(GAJDÁCS et al., 2019). A candidíase pode ocorrer de forma endógena ou exógena, 

onde ambas se associam com modificações fisiológicas que deriva da 

imunossupressão. Isso deixa o paciente exposto a diversos riscos, principalmente 

aqueles acometidos com patologias sistêmicas, que fazem uso de fármacos com alto 

grau de imunossupressão, bem como o uso prolongado de antibióticos, que modificam 
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a microbiota e estimulam a disseminação de Candida (PINHATI, 2015). De acordo 

com a clínica apresentada, pode ser classificada em: infecções mucocutâneas 

(acometem a cavidade oral e órgãos genitais), as infecções cutâneas que são 

limitadas a pele e anexos, a candidíase invasiva que pode atingir órgãos como bexiga, 

pulmão coração, entre outros, e a que alcança o sistema sanguíneo, conhecida como 

infecção sistêmica, responsável por causar a candidemia que pode provocar quadro 

de septicemia fatal, levando a taxas altas de morbimortalidade (BEN-AMI, 2018). 

 

As classes terapêuticas disponíveis atualmente para o tratamento dessas 

infecções são os polienos, azólicos e equinocandinas, sendo usados de forma única 

ou associados na farmacoterapia do paciente. Mas, a ineficácia do tratamento não se 

limita apenas a resistência e a pouca variedade de fármacos, também é causa pela 

toxicidade elevada como efeitos adversos sistêmicos que alguns antifúngicos 

apresentam, por exemplo, nefrotoxicidade (LEE et al., 2021). 

 

Por isso, de acordo com o cenário que vem se desenvolvendo, há um grande 

interesse no desenvolvimento de novas alterativas terapêuticas, que estejam 

associadas ao tratamento convencional. A TFD surge como um método alternativo 

para o tratamento complementar de infecções causadas por Candida, principalmente 

em mucosas e pele. 

 
3.1.2.1 Balanopostite 

A balanopostite corresponde a uma infecção que ocorre na glande peniana, 

tendo como principal público acometido os homens que não são circuncisados. Além 

desse fator, a imunossupressão, que pode ser causada por outras patologias, como 

diabetes e AIDS (LISBOA et al., 2010). 

O principal microrganismo associado é Candida albicans, tendo também relatos 

de infecções por outros fungos, como Aspergillus spp., alguns dermatófitos e algumas 

bactérias, a exemplo de Staphylococcus spp. e alguns Streptococcus do grupo B e D 

(HU, Yongxuan et al., 2017). C. albicans é responsável por ca 30-35% de todas as 

infecções associadas a balanopostite (JEGADISH et al., 2021). A Figura 1 mostra a 

imagem de um pênis acometido, com a glande comprometida e colonizado por C. 

albicans, que é confirmado com os testes também mostrados. 
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A resistência de C. albicans ao tratamento convencional com azóis já foi 

relatada na literatura, por meio de um estudo de caso (HU et al., 2017). Visto isso, a 

TFD pode ser uma ótima alternativa para complementar o tratamento, inclusive com 

os estudos que envolvem o desenvolvimento de fotossensibilizadores com uma maior 

eficácia, associando o uso de alguns recursos, como a nanotecnologia. 

 
Figura 1 - Balanopostite causada por C. albicans, infeccionando o pênis e gerando fissuras na 

glande (a), teste com KOH mostrando a presença de pseudohifas e esporos (b), pseudohifas e 

esporos corados com azul de metileno (c) e crescimento da cultura de C. albicans (d). 

 

Fonte: Jegadish (2017). 

 
 

 
3.2 TERAPIA FOTODINÂMICA 

De acordo com Cieplik e colaboradores (2018), a terapia fotodinâmica (TFD) 

foi descoberta por acidente em 1900, através de estudos de toxicidade do corante 

vermelho de acridina em Paramecium spp., por Oscar Raab, durante os estudos 

relacionados a sua tese de doutorado. Inicialmente, foi realizado um estudo com 

baixas doses que não se mostrou reprodutível, porém, observou-se que alguns 

parâmetros experimentais influenciavam diretamente nos resultados. Esses 

parâmetros eram o horário do dia e a quantidade de luz solar que incidia sobre a 



21  
 
 

 

amostra. Posteriormente, Hermann von Tappeiner, orientador do Raab, publicou o 

primeiro estudo sobre inativação de bactérias utilizando a técnica, ainda então 

chamada de “Fenômeno fotodinâmico”, em 1905 (CIEPLIK et al., 2018). Os principais 

eventos relacionados ao desenvolvimento da terapia fotodinâmica desde a descoberta 

até os dias atuais podem ser vistos na Figura 2. 

Na TFD, vamos ter a interação simultânea de fotossensibilizadores (FS), luz e 

oxigênio molecular existente nas células. Para fins diagnósticos, os 

fotossensibilizadores podem ser empregados como marcadores fluorescentes, já que 

possuem uma preferência por células cancerosas (BERG et al., 2005). A Figura 3 

apresenta um esquema geral que ilustra os diferentes processos que ocorrem a partir 

da excitação de um fotossensibilizador por uma fonte de luz. A absorção de um fóton 

de luz promove a excitação e transição do FS do estado fundamental para o estado 

excitado singleto. Neste estado, ele pode regressar ao estado fundamental por 

emissão de fluorescência ou passar ao estado excitado tripleto, onde pode reagir com 

o oxigênio molecular de duas formas: indiretas (reação tipo I e reação tipo II) e diretas 

(reação tipo III e reação tipo IV) (GARCIA-DIAZ; HUANG; HAMBLIN, 2016; 

SILVESTRE et al., 2021). 
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Figura 2 - Histórico da terapia fotodinâmica desde o descobrimento do “fenômeno fotodinâmico” até a aprovação das técnicas utilizadas até os 

dias 

atuais. 
 
 

 

 
Fonte: O autor, 2021. 
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Na reação do tipo I, o FS reage diretamente com o substrato, membrana celular 

ou uma molécula, essa reação permite a transferência de elétrons (e-) formando íons 

ou radicais derivados do FS e do substrato (COSTA, 2013). As espécies reativas são 

formadas por reduções de um ou mais elétrons no oxigênio (O2). Os produtos desta 

redução incluem ânion superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical 

alcoxila, radical peroxila e radical hidroxila (OH-) (ITRI; UCHOA; BAPTISTA, 2013; 

VIANA, 2015). A reação do tipo II envolve a perda de energia através da emissão de 

fluorescência (processo radiativo) transferindo esta energia através de um processo 

de cruzamento intersistemas para o oxigênio molecular, que passa do estado 

fundamental tripleto para o singleto, o qual possui citotoxicidade intrínseca (PAOLI et 

al., 2006). 

Figura 3 - Esquema ilustrando os possíveis processos durante a terapia fotodinâmica com o 

processo de excitação do FS e formação de ROS após combinação com o oxigênio molecular. 

 

Fonte: Adaptado de VIANA (2015). 

 
 

Além das reações descritas na Figura 3, temos também as reações III e IV, que 

são denominadas diretas não necessitarem do oxigênio. Na III, estão envolvidos o FS 

na sua forma excitada tripleto, oriundo do cruzamento intersistemas, e as espécies 

reativas já nativas do organismo, que são recrutadas para o local de ação. Na 

segunda, temos a fotoisomerização do FS na parede da célula quando ele se encontra 

no estado excitado singleto, através de algumas mudanças estruturais (SILVESTRE 

et al., 2021). 
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3.2.1 Inativação fotodinâmica 

Atualmente, a TFD vem sendo utilizada como uma estratégia para aniquilar 

cepas bacterianas resistentes, numa modalidade conhecida como inativação 

fotodinâmica (IFD). A aplicação da IFD tem como alvo principal o tratamento de 

infecções localizadas superficiais, como as que ocorrem na pele e cavidade oral, 

mostrando bons resultados contra uma ampla faixa de microrganismos resistentes a 

antibióticos (ITRI; UCHOA; BAPTISTA, 2013; VIANA, 2015), tornando-se uma 

alternativa menos invasiva e mais promissora para erradicação dos microrganismos 

(GONZÁLEZ-DELGADO et al., 2016). 

A terapia fotodinâmica antimicrobiana pode ser uma alternativa interessante na 

redução microbiana e consequentemente, importante na prevenção e tratamento das 

lesões cariosas, infecções por bactérias e leveduras. Sendo assim, contribuições 

teórico-práticas nesta linha de pesquisa são importantes, não só para aumentar o 

acervo de conhecimentos científicos, mas também para fornecer respaldo científico à 

democratização do acesso aos usuários da terapia com laser (BAPTISTA et al., 2011). 

 

3.2.2 Fotossensibilizadores 

Os fotossensibilizadores são um dos componentes principais para o sucesso 

da TFD. Para que um FS seja classificado como eficiente, alguns parâmetros devem 

ser observados, a exemplo sua acumulação seletiva no alvo de ação, boa quantidade 

de geração de espécies reativas de oxigênio, baixa ou nenhuma atividade na 

presença da luz, rápida eliminação e caráter anfifílico (CORREIA et al., 2021). Vários 

compostos vêm sendo testados como FS e utilizados comercialmente, segundo a 

literatura. Dentre as diversas moléculas utilizadas na TFD, temos a classe das 

porfirinas, os fenotiazínicos, as clorinas e outras moléculas derivadas de produtos 

naturais, como a curcumina (PHAM et al., 2021). 

Dentre o grupo dos fenotiazídicos, temos o azul de metileno (AM) (Figura 4), 

um corante catiônico e relativamente lipofílico, que confere a capacidade de permear 

membranas, e por possuir carga positiva, é atraído pelo potencial negativo das 

mitocôndrias, tendo uma grande afinidade por esta organela. P(ALVARENGA, Letícia 

Heineck et al., 2015). É aprovado para uso por diferentes agências reguladoras, como 

a Food and Drugs Administration (FDA) e também a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA), tendo com uma dose tóxica estimada em 3.292 µmol.L-1. Este FS 

é atualmente empregado no tratamento de infecções bucais, periodontite e 
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descontaminação endodôntica, bem como em procedimentos de podologia, sendo 

relatada uma produção de 1O2 em torno de 50% em lasers de uso convencional (ITRI; 

UCHOA; BAPTISTA, 2013). 

 
Figura 4 - Estrutura molecular do Azul de Metileno. 

 

Fonte: Adaptado de Santos (2016). 

 
 

A literatura já relata o uso do AM para inativação de bactérias (LEAL et al., 

2017; SEBRÃO et al., 2016), fungos (ALBERDI; GÓMEZ, 2020; SPEZZIA- 

MAZZOCCO et al., 2016) e parasitas (CABRAL et al., 2020; PINTO et al., 2017). 

Também já se relata o uso desse FS para a inativação de biofilmes bacterianos, seja 

como fotossensibilizador principal da terapia (NEMEZIO et al., 2017), ou em 

associação com moléculas que desempenham papéis importantes na TFD, como a 

eritrosina (TOKUBO et al., 2018) e o peróxido de hidrogênio (YANG et al., 2019). 

Para melhorar a eficácia do AM, diferentes estratégias já foram utilizadas e são 

relatadas na literatura. Quanto ao uso de nanopartículas para a melhoria do efeito 

fotodinâmico, Jesus et al, (2018) combinaram AgNPs e AuNPs para inativação de 

linhagem de câncer de mama (MDA-MB-468) e também estudou a produção de EROs 

dos sistemas, observando que, o somatório de efeitos promoveu uma maior inativação 

dos sistemas. Outro relato foi realizado por Parasuraman et al, (2020), que utilizou de 

conjugados também de AgNPs com o AM para inativação de S. aureus e P. 

aeruginosa, e também se verificou que a associação promoveu o aumento do efeito 

comparado com o FS livre. Entretanto, em nenhum dos relatos, a banda de plásmon 

do fotossensibilizador estava diretamente próxima ao máximo de absorção do AM, 

estudo que só aconteceu em 2021, através de um dos capítulos desta dissertação. 

 
3.3 NANOPARTÍCULAS METÁLICAS 

A redução dos metais a uma escala nano, correspondente a bilionésima parte 

do metro (1x10-9), os caracterizam em diversas propriedades não vistas no cristal 

macroscópico, como baixos pontos de fusão, elevada razão área superficial/volume e 
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inúmeras propriedades ópticas, que se relacionam diretamente com o tamanho e 

forma das partículas. Comumente, as nanopartículas de prata (AgNPs) apresentam 

dimensões compreendidas entre 10 e 100 nm, podendo assumir diferentes formas 

dependendo da metodologia empregada (ZHANG; ERKEY, 2006). 

O uso de materiais metálicos na escala nano, e particularmente, a prata, não é 

uma prática recente. A literatura já relata o uso de AgNPs na antiguidade, como na 

taça de Lycurgo (BARBER; FREESTONE, 2007) e na adição de cores características 

a vitrais de catedrais. Há uma grande relação dessas aplicações e as AgNPs, pois a 

coloração varia de acordo com o fenômeno de modificação do tamanho da partícula. 

Além das utilizações citadas, elas também têm amplo uso no campo medicinal, devido 

a propriedades antimicrobianas e antissépticas (QAZI; JAVAID, 2016). O fato de 

possuir tamanho próximo ao de células e genes, faz com que se tenha um grande 

interesse de aproximar os nanomateriais e esses sistemas biológicos. Entre as 

propriedades exibidas pelas AgNPs, a maioria se fundamenta na óptica, por meio de 

um fenômeno denominado ressonância localizada de plásmons de superfície (RPS), 

que eleva suas aplicações da fotônica até a área biomédica. Diversos relatos na 

literatura já mostram o uso de AgNPs como catalisador na degradação de tinturas 

orgânicas (VIDHU; PHILIP, 2014), agente bacteriano (FRANCI et al., 2015) e 

amplificador plasmônico (MELO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2018). 

As propriedades únicas observadas para as AgNPs variam de acordo com a 

sua morfologia. Diversas metodologias já são amplamente relatadas na literatura para 

síntese de esferas (SHARMA; YNGARD; LIN, 2009), cubos (SHERRY et al., 2006), 

estrelas (GARCIA-LEIS; GARCIA-RAMOS; SANCHEZ-CORTES, 2013) e prismas 

(AHERNE et al., 2008; XUE et al., 2008). Aherne et al, (2008) propuseram a síntese 

de nanoprismas através de uma semente estabilizada por polímeros, onde observou- 

se que a utilização do poli(4-estirenosulfonato) de sódio (PSSS) na produção de 

pequenas esferas por meio da redução com borohidreto de sódio, que gera defeitos 

na superfície da partícula e posteriormente, numa segunda redução com ácido 

ascórbico, os íons Ag+ ligam-se as faces que não interagem com o polímero, fazendo 

com que o crescimento seja ordenado e resulte como produto majoritário os 

nanoprismas de prata. 

A Figura 5 mostra o mecanismo de ligação dos íons prata nas sementes 

esféricas que possuem defeitos, gerando as partículas prismáticas. Por conta da 

ligação do PSSS nas faces {111} da partícula, a face {100} que está disponível pra a 
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ligação vai receber as pratas adicionadas, fazendo com que sejam geradas as pontas 

características dos prismas (AHERNE et al., 2008). Por expressar essas pontas, o 

efeito de RPS pode ser mais acentuado quando comparado com outras partículas, 

como as esféricas, e o efeito pode ser mais eficaz (MILLSTONE et al., 2009). 

 
Figura 5 - Mecanismo de ligação dos íons Ag+ na superfície das partículas esféricas com 

defeito (seeds), indicando o local onde ocorre essa ligação para a formação das pontas (setas 

pretas). 

 

Fonte: Adaptado de Aherne et al, (2008). 

 

3.3.1 Propriedades das nanopartículas de prata 

Na interação de um feixe de luz e uma partícula metálica, o campo 

eletromagnético proveniente induz a oscilação coletiva dos elétrons que estão 

presentes na superfície das NPs, fenômeno chamado de ressonância localizada de 

plásmons de superfície (RPS). Basicamente, em intervalos de tempo, ocorre a 

acumulação de elétrons em uma partícula na direção contrária ao campo gerado, 

como esquematizado na Figura 6 (a) (AMIRJANI; FATMEHSARI, 2018). 

 
Figura 6 - Esquema do efeito de ressonância de plásmons de superfície de AgNPs (a) e 

correlação tamanho/banda espectral observado para nanoprismas de prata crescidas a partir de 

esferas (b). 

 
 

Fonte: Autor (2021). 



28  

Esse fenômeno interfere diretamente na posição e intensidade da banda de 

plásmons da partícula no processo de extinção da luz, e está relacionado com o 

tamanho e forma obtidas em síntese (LI; CUSHING; WU, 2015). Na Figura 7, é 

possível observar a correlação entre as diferentes morfologias apresentadas para 

partículas de prata e o intervalo espectral variável de acordo com o tamanho que elas 

apresentam. Considerando uma morfologia específica, a banda de extinção desloca- 

se para regiões maiores de comprimento de onda conforme observamos o aumento 

do tamanho da partícula. Assim, considerando o máximo de absorção do FS desejado 

para aplicação, metodologias específicas podem ser empregadas para visando uma 

sobreposição espectral (JOSHI et al., 2017). 

 
Figura 7 - Relação entre as morfologias de nanopartículas de prata e seus intervalos de extinção na 

região do visível, compreendendo bandas que podem ser de 300 a 900 nm. 

 

Fonte: Adaptado de Melo (2013). 

 
As bandas de extinção de nanopartículas podem ser classificadas em dois 

grupos: isotrópicas e anisotrópicas. Na primeira, temos apenas uma banda de 

extinção e, consequentemente apenas uma banda de plásmon, como é observado 

para a morfologia esférica. Na anisotropia, é característico a presença de mais de uma 

banda, tendo então mais de uma ressonância de plásmon, comumente classificados 

em eixos curto e longo, correspondendo bandas transversais e longitudinais, 

respectivamente (CAO; SUN; GRATTAN, 2014). Outra propriedade altamente 

relatada na literatura é a atividade antibacteriana das nanopartículas de prata. 

Diferentes mecanismos são propostos para esta atividade, como a dissolução 
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oxidativa, que promove a entrada de íons Ag+ na célula (LIAO et al., 2019). Entretanto, 

seu uso na TFD está diretamente relacionado com a RPS e a transferência de energia 

que decorre do processo. 

 

3.3.2 Mecanismos de amplificação plasmônica 

A amplificação plasmônica foi primeiramente relatada em 1991, por meio do 

primeiro sensor que intensificador de fluorescência, que tornou ponto de partida para 

o desenvolvimento de novos sistemas, com diferentes condições e composições (LI; 

CUSHING; WU, 2015). Dois processos podem exemplificar o efeito de amplificação 

plasmônica, esquematizados na Figura 5. 

Após a irradiação de uma partícula por um campo eletromagnético, como a 

luz, a energia decorrente dos plásmons em movimento na sua superfície é reservada 

num campo local intenso. Quando temos partículas metálicas pequenas e 

espalhamento elétrico, essa energia é convertida em calor e é absorvida. Quando 

temos redução radiativa, ocorre diminuição da banda de plásmon e a energia é re- 

irradiada a um campo próximo. Então, se essa última hipótese ocorre próximo a um 

fluoróforo, esta radiação pode ser utilizada para a intensificar sua fluorescência. 

O estado excitado do fluoróforo pode ser descrito por um dipolo radiativo, que 

sofre os fenômenos conhecidos de excitação, relaxação e emissão quando interage 

com a luz (LI; CUSHING; WU, 2015). A transferência de energia entre a banda de 

plásmon e a espécie fluorescente também ocorre por interações dipolo-dipolo, e seu 

mecanismo depende fortemente da distância entre os centros plasmônicos e 

fluorescentes. 

Isto porque enquanto a relaxação radiativa do fluoróforo pode levar um tempo 

considerável (ns), a relaxação plasmônica é muito mais rápida, e a seção de choque 

dos elétrons a serem excitados durante o efeito plasmônico é muito baixa também. 

Desta forma, teoricamente o metal e o centro fluorescente devem ficar numa distância 

entre 1 a 10 nm um do outro, para que possa haver o efeito de intensificação da 

fluorescência. Esta situação foi descrita como a transferência de energia de Förster 

(FRET, Figura 8a) (MERTENS, 2007). 

Outro fenômeno também pode ser modelado para este processo: o fenômeno 

de Purcell (Figura 8b), o qual ocorre preferencialmente para uma distância pouco 

maior que 10 nm. A superposição espectral entre a banda de plásmon e o fluoróforo 

determina se o efeito FRET ou Purcell estarão presentes e qual destes mecanismos 
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(a) (b) 

levarão ao aumento ou à supressão da fluorescência da espécie. Se a banda de 

plásmon se superpõe a da absorção do fluoróforo a taxa de excitação do fluoróforo 

será aumentada. Para nanopartículas que têm um diâmetro menor que 15 nm, o 

fluoróforo será excitado através de processo FRET pelo intenso campo local 

plasmônico. Para nanopartículas metálicas maiores que 15 nm o fenômeno FRET 

prevalece somente a distancias menores que 10 nm, e o efeito Purcell a distancias 

maiores (10 – 50 nm) (LI; CUSHING; WU, 2015). 

 
Figura 8 - Mecanismos de amplificação da fluorescência via plasmônica que podem ser 

observadas. O fenômeno FRET (a) - geralmente predominante - e o efeito Purcell (b). 

 
Fonte: Adaptado de Li et al (2015). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados e discussão dos achados dessa pesquisa serão apresentados 

em formato de artigo, divididos em duas sessões: 

 
Apêndice A – Silver nanoprisms as plasmonic enhancers applied in the photodynamic 

inactivation of Staphylococcus aureus isolated from bubaline mastitis, publicado em 

2021 na Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, e que descreve os resultados 

do uso de conjugados de nanoprismas de prata com azul de metileno (na 

concentração de 45 µmol.L-1) para a inativação da cepa multirresistente isolada da 

mastite bubalina. Disponível em: https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2021.102315  

 

Apêndice B - Silver nanoprisms@methylene blue conjugates as a strategy against 

Candida albicans isolated from balanitis in vitro using photodynamic inactivation, a ser 

submetido ao Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, e que mostra o potencial 

dos conjugados (em diferentes concentrações) obtidos frente ao isolado, diminuindo o 

tempo de inativação necessário quando comparado com o azul de metileno em 

solução. 
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5 CONCLUSÃO 

Nanoprismas de prata foram obtidos por meio da metodologia já descrita de 

crescimento por semente, tendo pico máximo de banda de plásmon em 664 nm, para 

conjugação com o azul de metileno. As análises de MET mostraram um tamanho 

médio de d = 37 ± 8 nm, e ausência de toxicidade frente a linhagem de macrófagos 

sadios. Por meio de cálculos teóricos, foi possível observar correlação com a banda 

de extinção obtida e também visualizar o aumento do campo elétrico para o prisma. 

Diferentes conjugados foram preparados: o primeiro com uma [AM] = 45 

µmol.L-1 para a inativação da cepa de S. aureus e o segundo com diferentes 

concentrações (25, 50 e 100 µmol.L-1) para estudos com a C. albicans. Mudanças nos 

potenciais zetas de superfície indicam que houve mudança na superfície dos prismas 

por meio da adição do azul de metileno, de carga positiva. Os conjugados obtidos 

foram altamente estáveis e resistentes a fotodegradação, com perfis de absorção e 

de emissão dependentes da dose do azul de metileno utilizada. Todos os conjugados 

tiveram mudanças no perfil de fluorescência comparados com o AM em solução. 

Aumento de ca de 35% foi observado para a [AM] 100 mol.L-1 após sua associação 

aos nanoprismas e acredita-se que esta associação favorece processos de 

intensificação plasmônica, bem como reduz a auto-supressão da flurescência, bem 

como fenômeno de dimerização do azul de metileno. 

Na inativação, foi observado que a solução de azul de metileno sozinha (25 a 

100 mol.L-1 não foi capaz de inativar os isolados estudados. Possivelmente, 

empregando altas doses de luz (prolongando o tempo de irradiação), o efeito seria 

alcançado. Com os conjugados obtidos e caracterizados no estudo, foi possível 

observar a inativação em tempos relativamente baixos. Para S. aureus, o tempo de 

inativação utilizando o conjugado foi de 6 minutos, onde apenas o AM só promoveu 

uma redução da viabilidade no tempo de 9 minutos. 

Com a C. albicans, a inativação durante todos os tempos testados apenas com 

o AM não foi satisfatória, também com a redução de 1 log fúngico no tempo de 240s. 

Para os conjugados, exceto aquele de menor dose do AM, onde não foi observado 

efeito, foi possível ver um perfil de inativação que diminuía em função do tempo 

quando se aumentava a concentração do FS. Com a [AM] = 100 µmol.L-1, foi possível 

verificar que t = 120s foi suficiente para a morte total da levedura. Com esses dados, 
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mostramos que os conjugados são excelentes candidatos a fotossensibilizadores para 

estudos posteriores, ainda in vitro e também in vivo. 
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6 PESPECTIVAS 

 Determinar a concentração de íons Ag+ e número de partículas de Ag efetivas 

presentes nos conjugados; 

 Uma vez sabendo essa concentração, realizar estudo com a variação desta e 

observar sua influência no efeito; 

 Estudar o efeito de outras bandas de plásmon que estão após ou antes o 

máximo de absorção do AM, e verificar a contribuição destas para ou efeito; 

 Inativar outras leveduras do gênero Candida, como as espécies Candida 

tropicalis e Candida glabrata; 

 Verificar a eficácia dos conjugados frente a biofilmes, tanto de C. albicans, 

como aqueles mistos com bactérias patogênicas. 
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Silver nanoprisms@methylene blue conjugates as a strategy against Candida albicans 

isolated from balanoposthitis in vitro using photodynamic inactivation 

 

Introduction 

Balanoposthitis is defined as an inflammation of the glans penis in uncircumcised men. 

It can occur due to different factors, such as hygiene, infections, skin disorders and also due to 

decreased immunity due to other diseases, such as diabetes mellitus [1]. Balanoposthitis can 

manifest itself in different ways. Among them, we have the inflammatory, which is 

characterized by the presence of lichens, and the neoplastic, which is related to malignant 

lesions, such as in Bowen's disease and in allergies, such as to latex and chlorine when 

associated with lack of hygiene [2]. Another cause is infection, which can be caused by 

microorganisms, and corresponds to the large number of cases observed where the disease is 

recurrent [2]. The main microorganism associated with this condition is Candida albicans, a 

commensal species, responsible for about 30 to 35% of infections [1,3]. Some other fungi, such 

as Aspergillus spp. and dermatophytes are also frequently isolated, as well as some bacteria, 

such as Staphylococcus spp. and Group B and D Streptococcus [3]. Although some patients 

may be asymptomatic, some itching may be found, as well as changes in the glans, involving 

fissures [3,4]. 

Between alternative methods currently studied for fungus inactivation, Photodynamic 

Therapy (PDT) is a non-invasive technique that uses a light source in resonance with a sensitive 

molecule (known as a photosensitizer, PS) and molecular oxygen [5]. Through several 

reactions, the so-called reactive oxygen species (ROS) will be generated, which have cytotoxic 

action, and kill the target at the site of action [6]. It is a technique that has already shown good 

results for strains of bacteria, fungi, parasites and also cancer cells. Several molecules are used 

as PS, among them we have methylene blue. It is widely used because of its low cost and good 

efficiency in generating EROS. There are already reports of its use in the field of dentistry, in 

the killing of bacteria, fungi and also combined with nanomaterials to improve its photodynamic 

efficiency. In the fungal field, PDT was related to photodynamic inactivation of several species, 

such as Candida, with several PS and various parameters [7,8] and reports of prevention of 

aggregation in biofilms [9,10]. 

Nanotechnology can be an important tool for enhancement of PS efficacy, and the 

association of PS to metallic nanoparticles has shown advantages such as high stability, 

adjustable size, unique optical properties, and easy surface functionalization, making them very 

biocompatible. Most applied systems are gold nanoparticles (AuNPs) and silver nanoparticles 

(AgNPs) [11].One of the mechanisms proposed to enhance PS efficacy are related to Localized 

Surface Plasmon Resonance (LSPR) of NPs, that corresponds to collective oscillation of 
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electrons present at the surface of the particles [12]. This phenomenon is dependent on NPs size 

and shape and for some conditions, such as spectral distance, these electrons can be transferred 

to fluorophore molecules and then enhance their action [13]. 

In our previous work [14], we showed photodynamic inactivation of Staphylococcus 

aureus isolated from bubaline mastitis, a strain multi resistant to 19 antibiotics associations. A 

conjugate involving MB at final concentration of 45 μmol.L-1 and nanoprisms was produced 

and characterized, and we were able to reduce photodynamic inactivation time from 9 to 6 

minutes compared to MB solution with the same concentration. Herein, we aim to deepen the 

discussion about efficacy of these conjugates, improving MB dosage and overseeing silver 

nanoparticles influence of the NPs in order to understand the nature of the observed effect, 

whether it is linked to the presence of the nanoparticles themselves, or else, are plasmon related. 

 
Materials and Methods 

 

2.1 Materials 

Silver nitrate (>99%), trisodium citrate dibasic (>99%), L-Ascorbic acid (>99%), poly 

(sodium 4-styrenesulfonate, 1.000 kDa), sodium borohydride (>98%), sabouraud 4% dextrose 

agar, potassium phosphate monobasic (99%) and potassium phosphate dibasic (99%) were 

purchased from Sigma Aldrich. Methylene blue (99%) was purchased from Merck. 

2.2 Synthesis of silver nanoprisms using seed-mediated growth method 

Nanoprisms were synthesized adapting the previously described methodology [15]. 

Basically, in an Erlenmeyer flask at RT (~26ºC) and under vigorous stirring (~750 rpm), 5 mL 

of TSC (2.5 mmol.L-1), 1.250 mL of PSSS (500 mg.mL-1), 1 .5 mL of NaBH4 (10 mmol.L-1) 

and 10 mL of AgNO3 (0.5 mmol.L-1) were thoroughly mixed. The system was stirred for 3 min 

after the addition of all the Ag+ solution, and then, it was set aside. For the growth of the 

nanoprisms, we applied 50 mL of deionized water under the same conditions of the seed 

production system. To this system, 750 µL of C6H8O6 (ascorbic acid, 10 mmol.L-1) and 2 mL 

of the prepared seed suspension were added. 15 mL of AgNO3 (0.5 mmol.L-1) was added drop 

wise, observing the color change to dark blue. Finally, 5 mL of TSC (25 mmol.L-1) was added. 

Systems were characterized by absorption spectroscopy in the UV-vis region, from 350 to 900 

nm. 

2.3 MBNP association 
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First, nanoprism systems were purified using filtration tubes with a molecular cut-off 

of 10 kDa (General Electrics) removing interferences and impurities. Particles were redispersed 

to the same initial volume. Then, the conjugates were produced by electrostatic association of 

MB, through the addition of equal volumes of both systems resulting conjugates named herein 

MBNP. MB solution was added to the systems, in order to a final concentration of 25 µmol.L- 

1 (MBNP1), 50 µmol.L-1 (MBNP2) and 100 µmol.L-1 (MBNP3). The systems were kept under 

agitation (~750 rpm) for 24h in the absence of light, at 25oC prior to the experiments. 

2.4 Characterization 

All systems were characterized using absorption and emission electron spectroscopy. 

All acquiring spectral conditions were kept the same for all the samples. For nanoprisms and 

conjugates, the measurement of the zeta potential (Malvern, UK) was performed by diluting 5 

mL the conjugate suspensions in 50 mL of deionized water (pH = 6.9). Transmission electronic 

images were acquired using a FEI Tecnai Spirit Biotwin G2 (120 V) and the samples were 

prepared by dropping ca. 10 L of the purified suspension and letting them dry prior to the 

image acquisition. Images were analyzed by ImageJ software program and several images were 

screened for statistical purposes. 

2.5 Inoculum nutrition and standardization 

Inoculum used for the study was provided by the Coleção de Cultura de Microrganismos 

Profª Maria Nelly Pisciottano, from Laboratório de Análises Microbiológicas/UFPE. Strain 

used in this study was isolated from balanoposthitis and showed resistance to fluconazole. For 

activation, one layer was subcultured on sabouraud dextrose agar, and incubated for 24 h at 

37ºC in a bacteriological oven. For the preparation of the suspension, the absorbance was 

standardized in 0.284 at 530 nm (corresponding to 106 CFU/mL). 

2.6 Photodynamic inactivation 

For inactivation, the methodology was based on that proposed by Rodrigues et al, (2021) 

[14]. As a light source, the LEDBox  = 660 nm was used, coupled with Smart Control and 

Dark Chamber, with an irradiance of 45.87 mW/cm2. A pre-incubation time (PIT) of 30 minutes 

was applied. Using a 96-well plate, 100 µL of the isolate suspension was added with the 

subsequent addition of 100 µL of the tested conjugate suspension. After the incubation, each 

plate was exposed to irradiation times of 60, 120, 180 and 240s (i.e. radiant exposures of 2.08, 

5.06, 8.03 and 11 J.cm-2). 
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Subsequently, each test was serially diluted from 10-1 to 10-4, and 10 µL was dropped 

vertically onto a plate with sabouraud dextrose agar. The plates were incubated in a 

bacteriological oven at 37ºC for 24h, and the smallest dilution with observed fungal growth was 

counted and converted to Log10. A control following all the conditions described above, was 

performed only with the AgNPr, to verify if the same effect was observed from these systems. 

Results 
 

3.1 Silver nanoprisms structural characterization 

Transmission electron microscopy images showed an average size of d = 37  9 nm in 

close agreement to a previous report [14]. Figure 1 shows a representative image of the AgNPr 

applied in the present study. The histogram (Fig. 1b) shows the analysis of several TEM images. 

 
Figure 1 - TEM images for AgNPr particles showing nanoplatelets morphology (a) and size distribution 

of AgNPr (b). 
 

Although some spheric seeds and hexagonal shaped particles are still observed among 

the prismatic platelets they represent less than 10% of the whole ensemble. 

Zeta potential measurement of AgNPr particles showed as expected, a very negative 

value ( = -51.4 mV) indicating a great stability of the colloidal system, and that PSSS chains 

are coating the particles. The conjugation of the MB cationic species to PSSS coated silver 

nanoprisms was monitored by determining the zeta potential change with the increase in MB 

concentration and data are shown in Figure 2. This shows that indeed the MB is associating to 

the sulfate terminations of the PSSS polymer chain. 
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Figure 2 - Zeta potential of AgNPr and MBNP conjugates prepared in this study. Data are disposed as mean ± 

SD and correspond to 3 different measures (n = 3). 
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Based on the description of the surface charge we suggest that the MB coating of the 

particles may be represented as the scheme in Figure 3. 

 
Figure 3 - Schematic representation of MBNP conjugates prepared in the present study. AgNPr 

represent the prismatic nanoplatelets coated with anionic PSSS polymer. 
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As the surface charge is approximating the neutrality in the MBNP4 conjugates, we 

suggest that the sulfate sites are almost completely associated to MB species. No macroscopic 

alterations (color change or precipitation) of the conjugated systems were observed, and the 

systems remained stable for at least three months. 

 
3.2 Optical characterization of the systems 

In the first step of synthesis, we achieved spherical nanoparticles stabilized by PSSS 

polymer chains, that present extinction band with maximum at  = 408 nm (Figure 4, orange 

line). Using 2 mL of this seed suspension, we induced the growth of nanoprisms with a 

maximum peak at  = 664 nm (Fig 4, blue line) and this spectral shift agrees with the formation 

of silver prismatic nanoplatelets (AgNPr) already reported in the literature [12,13]. In Figure 

4(b) we observe methylene blue characteristic absorption spectrum. We may observe a total 

spectral overlap of the MB and the AgNPr absorption bands. 

 
Figure 4 - Extinction spectra of spherical silver nanoparticles (known as seeds) with maximum at 408 nm and 

silver nanoprisms (AgNPr) with a maximum at 664 nm (a) and normalized absorption spectra of AgNPr and MB 

solution (b). 

 
 

 
Fig 5(a) shows the absorption spectra of three different concentrations of MB solution 

(25, 50 and 100 µmol.L-1). It is composed of two bands, the more blue shifted band represents 

the dimerized MB species, always present. At the greatest concentration this component 

increases substantially, evidencing a higher amount of dimerized molecules. This is a known 

effect [16] and it is usually related to the decrease in photodynamic ation of this PS. Absorption 

spectra of MBNP conjugates with increasing MB concentration are depicted in Fig 5(b) and we 

observe a very close resemblance to the MB corresponding solution spectrum. Nevertheless, 
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the small increase in the baseline and wider shape of the band profile, specially for the smaller 

MB concentration associated to the silver particles, show the influence of the silver 

nanoparticles absorption profile. This contribution completely disappears for the greater MB 

concentration and moreover, the dimerization effect is highly decreased. 

While silver nanoprisms do not show detectable fluorescence, MB species show red 

emission in the solutions, as well as, associated to the silver nanoparticles. There are two 

features that are worth mentioning: (i) linear decrease in the fluorescence emission intensity for 

the MB species in solution, with increasing concentration and (ii) the conjugated systems show 

the characteristic emission profile of MB, but present an increase of the emission intensity with 

MB concentration increment. This contrasting behavior is depicted in Figure 6, which shows 

the variation of the emission intensity for both systems. 

 
Figure 5 - Absorption spectra of (a) Methylene blue solutions and (b) MBNP conjugates. Emission profiles of 

methylene blue solutions (c) and MBNP conjugates (ex = 660 nm). 
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Figure 6 - Emission intensity variation of MB (red) and MBNP (blue) with increasing MB concentration. 
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[MB concentration] mol.L 
 

Interestingly, emission of methylene blue associated to AgNPr particles presented an 

increase in intensity according to the increase in MB associated at their surface. For the highest 

MB concentration (100 µmol.L-1) we observed na increase of ca. 35% of the emission intensity. 

3.3 In vitro photodynamic inactivation 

The irradiation of red light without any photosensitizer or only applying MB or MBNP 

without light irradiation were not able to kill fungal strains at any scenario tested in the present 

study. As a positive control, chlorhexidine 0.12% killed the strains in all experiments. For 

inactivation with MB, we observed some effect (~ 1 log) only with the higher irradiation time. 

For the conjugate at the lowest MB concentration, no significant effect was observed, reducing 

only less than a log. None of the conjugates promoted cell death in the absence of light, showing 

that the conjugates alone are not responsible for this effect to be achieved. Increasing the dose 

of methylene blue in the conjugates, it was possible to observe that we had an improvement in 

the photodynamic effect. Total inactivation was achieved with different minutes according to 

MB concentrations on conjugates. Figure 7 presents all the results. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7 - Photodynamic inactivation of C. albicans isolated from balanoposthitis using MB in solution 

and MBNP conjugates, under irradiation of red light (45.87 mW.cm-2 of irradiance) and irradiance times of 60, 

120, 180 and 240 s (radiant exposure of 2.08, 5.06, 8.03 and 11 J.cm-2). Results are disposed as mean ± SD of 

three independent experiments (n = 3) * p < 0.05 vs. Control group. 
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Discussion 

Nanoparticles are constantly studied to improve the properties of FS, with the greater 

amount of studies related to gold nanoparticles [17,18] or spherical silver particles [19–21]. In 

our previous work, a very efficient inactivation of Staphylococcus aureus isolated from buffalo 

mastitis was shown, using the association of MB and silver nanoprisms that presented full 

spectral overlap to MB species [14]. The main objective in the present study, fully correlated 

to the previous one, was to probe the concentration effect in the association of methylene blue 

with silver nanoprisms with similar optical properties, analyzing the concentration variation on 

the photodynamic action of MB in the conjugate, keeping constant same amount of NPs. 

Transmission electron microscopy analysis of the silver nanoparticles showed an 

ensemble of prismatic platelets, with an average size of 37 ± 8 nm with residual seeds and 
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hexagonal particles (less than 10%). The electrostatic conjugation was successfully monitored 

by zeta potential changes at the surface of the negative PSSS coated AgNPrs. 

Analyzing the spectral changes observed with increasing MB species attached to the 

nanoparticles (Fig. 5) we suggest that, as observed in the zeta potential behavior of the 

conjugates (Fig. 3), the lower the concentration of MB species, the greater the optical 

interference of the AgNPrs. Although a small amount silver nanoparticles is used in the systems, 

their absorption band is still perceptible in the overlapped graphs. In MBNP2 we still observe 

the result of overlapping both absorption bands. However, this effect finally disappears in 

MBNP3 conjugates. In this latter system, MB contribution is dominant in the spectra (Fig. 5b). 

Moreover, in Figure 5(c) we observe that the emission intensity of MB decreased with 

increasing concentration of this species and this effect is probably related to the characteristic 

self-quenching of the fluorescence due to excess competing species [22]. This effect was not 

observed in the MB conjugates. The emission intensity variation of both systems is described 

in Figure 6. While MB solutions present self-quenching of the emission for increasing [MB], 

for the MBNP conjugates we observe an increase of the fluorescence intensity with the [MB] 

reaching the highest intensity at 100 mmol.L-1. Indeed, we observed that MBNP3 presented an 

increase of ca. 35.08% in intensity when compared to MB at a concentration of 100 µmol.L-1. 

We strongly believe that this behavior may be related to the association of MB species to the 

Ag nanoparticles. This association promotes several effects that may explain the optical 

behavior observed: (i) MB dimerization process is decreased by sequestering them by sulfate 

groups of the PSSS polymer chains; (ii) as the particles are not free in solution and are probably 

kept in a greater distance from each other, the self-quenching induced by increase of MB 

concentration is prevented (iii) fully coating of the AgNPrs by the MB species decreases their 

competition of the excitation light used in the experiment rendering a more efficient excitation 

of the MB species and (iv) the proximity of MB species to the metallic surface may promote a 

greater emission output by surface plasmonic effect. As shown in our previous study, the Ag 

nanoprisms prepared, and that were also applied in the present study, present ca. 30% electric 

field enhancement at their surface, calculated to be at the terminations of the prismatic 

nanoplatelets [14]. This allows for a greater plasmonic enhancement. 

According to Ribeiro et al (2018) [23], loading of PS onto NPs can influence the energy 

transfer process. In addition to the distance between the molecules, charge can help or decrease 

the effect, and also the presence of other biomolecules can contribute to the increase of the 

effect. Pectin proved that its presence on the surface of spherical nanoparticles allowed the 

activation of FS to occur, so that the desired effect was obtained [23]. 
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Different strategies have already been used to improve the parameters of photodynamic 

therapy using methylene blue. Among them, we have their incorporation in latex membranes 

to inactivate C. albicans [24], combined with AuNPs or spherical AgNPs for the treatment of 

MDA-MB-468 cell lineage (breast cancer) [20], combined with spherical AgNPs for bacterial 

photodynamic inactivation [25], among other similar reports. In all these studies, the dose of 

MB used is much higher than what we applied in this work. We strongly believe that the effect 

observed at lower MB concentrations is due to the optical overlap between MB and AgNPr as 

well as their proximity induced by electrostatic association, inducing plasmonic enhancement. 

According to Belekov et al (2020) [25], a germicidal effect may come from the association 

between AgNPs and MB, when these are spherical, due to the smaller size of these particles, 

which allow entry into microorganisms and act via the antibacterial mechanism of silver. Due 

to their size (30-40 nm), entry into microorganisms is difficult, which suggests that the prisms 

are in fact anchoring on the fungal surface and (i) either bonding with sulfur-containing proteins 

or (ii) being attracted to the negative ell wall by the MB species, promoting the effect on the 

cell wall [26,27]. It is worth mentioning that applying only AgNPr systems to C. albicans 

isolates with and without light radiation did not show photodynamic action, preserving cell 

viability. 

When using only MB for the photosensitizing action, compared to the highest dose of 

the conjugate, we observed that the inactivation, although still not attractive, was dose 

dependent. Studies with Candida albicans show that high doses of MB (i.e. doses higher than 

20 mg.L-1) can cause PS aggregation and reduce the photodynamic efficacy. Using a 100 

µmol.L-1, Oliveira-Silva et al, (2019) [28] observed inactivation of Candida albicans isolates, 

but this effect was obtained applying a 4 times higher radiant exposure than compared to our 

experiment. Nevertheless, we increased the efficiency of MB action by associating them to the 

silver nanoprisms. Using MBNP3, we decreased irradiation time to 2 min for full inactivation 

of this isolate, and MBNP2 (50 µmol.L-1) inactivated the same strain within 4 min. Negligible 

inactivation was observed for MBNP1 and we believe that this results from a smaller number 

of MB molecules per particle. As far as we observed, there is no report of using silver 

nanoprisms with MB to inactivate Candida species and we believe that silver nanoprisms may 

be applied as news plasmonic tunable tool to enhance a great number of photosensitizers aiming 

at photoinduced cell inactivation. 
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Conclusion 

In this work, MB association with silver nanoprisms (30-40 nm) showed that we can 

successfully inactivate Candida albicans isolated from balanoposthitis with reduced irradiation 

time. MBNP systems showed higher stability and no toxicity, being suggested as a new tool for 

enhancing photodynamic applications with size tuning capability. 
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