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RESUMO

A mastite, principal doenca dos rebanhos leiteiros, é responsével por até 40% de todas as doencas
infecciosas e por significativas perdas econdmicas em funcdo da diminui¢do da producdo, gastos
com medicamentos, servicos veterinarios e descarte de leite. No Brasil, o principal patdégeno
causador da mastite é Staphylococcus aureus, microrganismo de dificil controle e que apresenta
resisténcia a maioria dos antimicrobianos utilizados na medicina veterinaria. Uma nova
alternativa para o seu controle baseia-se no uso da nanotecnologia, que é mais eficiente em relacéo
aos antimicrobianos tradicionais, com doses muito mais baixas, diminuindo com isto, 0s riscos
de residuos no leite e nos tecidos de animais tratados. Neste sentido, o trabalho teve trés objetivos.
O primeiro objetivo foi a determinacdo da MIC para S. aureus com AgNp comerciais de 100 nm.
Para tal, utilizaram-se 23 amostras de S. aureus isoladas no Laboratério de Microbiologia do Leite
da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora — MG, e fez-se a avaliagdo em placas de Agar BHI
com diferentes concentraces de AgNp. O resultado da MIC demonstrou que a dose minima foi
de 2,5 mg/mL e que a metodologia tradicional, sugerida pelo CLSI, com uso do caldo MH, ndo
funcionou para a MIC com AgNp. O segundo objetivo do trabalho foi validar uma metodologia
para detecgdo de Ag no leite e em tecidos bioldgicos (musculo, rim e figado bovino). As amostras
de leite e tecidos, coletadas de animais negativos para residuos de Ag, foram fortificadas com
dosagens conhecidas de AgNp. Apos secagem em estufa, as mesmas foram submetidas a digestao
e abertura com HNO3 na pré-digestdo, associadas ao HCI durante o processo de aquecimento em
bloco digestor. A leitura das amostras foi realizada em equipamento de ICP — OES. Os resultados
demonstram que o método de digestdo proposto gera um 6timo sinal, com um desvio padrao
menor do que 2%. A técnica de digestdo e leitura das amostras é muito eficiente e com
sensibilidade testada de no minimo 0,4975 ppb. A precisdo do equipamento foi maior entre 4,98
e 49,75 ppb para deteccdo de Ag. Os critérios exigidos pela legislacdo, como Linearidade,
Seletividade, Acurécia, Precisdo, Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo foram atendidos
para todas as matrizes avaliadas. Porém, o método se mostrou robusto apenas para leite e musculo
bovino. Em relagéo ao rim e figado bovino, o método se mostrou sensivel a algumas mudangas
na metodologia padréo. O terceiro objetivo do trabalho foi de induzir mastite em seis vacas, com
uma das 23 amostras de S. aureus utilizadas na MIC (amostra 619) e, em seguida, tratar com
AgNp, na dose estipulada pela MIC. Apds o tratamento, foi coletado leite por cinco dias e, no
quinto dia, foi efetuada eutandsia das vacas, para coleta de amostras para verificacdo da presenca
de residuos de Ag. Os resultados demonstraram que a aplicacdo intra-mamaéria das AgNp nas
vacas, resultou em 50% de cura clinica, avaliada pela presenca de grumos durante a ordenha e
exames clinicos. No entanto, analises microbiolégicas do leite demonstraram que néo houve cura
microbioldgica em 100% dos quartos tratados. Em relacéo a presenca de residuos, apds o quinto
dia de tratamento, foi detectada uma concentracao alta de Ag no leite do quarto mamaério tratado
(PE) e no figado dos seis animais. No geral, a metodologia proposta foi eficiente e o ICP — OES,
demonstra ser uma 6tima opg¢do para determinacdo de Ag em matrizes bioldgicas. Porém, as
AgNp comerciais de 100 nm ndo foram eficazes para controle e tratamento da mastite por S.
aureus.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata, mastite, S. aureus, validacao, ICP — OES
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ABSTRACT

Mastitis, the main disease of dairy herds, is responsible for up to 40% of all infectious diseases
and significant economic losses due to decreased production, spending on medicines, veterinary
services and milk disposal. In Brazil, the main pathogen that causes mastitis is Staphylococcus
aureus, a microorganism that is difficult to control and resistant to most antimicrobials used in
veterinary medicine. A new alternative to its control is based on the use of nanotechnology, which
is more efficient than traditional antimicrobials, at much lower doses, thereby reducing the risks
of residues in the milk and tissues of treated animals. In this sense, the work had three objectives.
The first objective was the determination of MIC for S. aureus with commercial AgNp of 100
nm. For this, 23 samples of S. aureus were isolated at the Milk Microbiology Laboratory of
Embrapa Dairy Cattle, in Juiz de Fora, MG, and evaluated on BHI Agar plates with different
concentrations of AgNp. The MIC results showed that the minimum dose was 2.5 mg/mL, and
that the traditional methodology suggested by the CLSI, using the MH broth, did not work for the
MIC with AgNp. The second objective of the study was to validate a methodology for the
detection of Ag in milk and in biological tissues (muscle, kidney and bovine liver). Milk and
tissue samples, collected from animals negative for Ag residues, were fortified with known AgNp
dosages. After drying in greenhouse, they were submitted to digestion and opening with HNO3 in
the pre-digestion, associated to HCI during the heating process in a digester block. The samples
were read on ICP - OES equipment. The results demonstrated that the proposed digestion method
generates a good signal, with a standard deviation of less than 2%. The technique of digestion and
reading of the samples is very efficient and with a tested sensitivity of at least 0.4975 ppb. The
accuracy of the equipment is higher between 4.98 and 49.75 ppb for Ag detection. The criteria
required by the legislation, such as Linearity, Selectivity, Accuracy, Detection Limit and
Quantification Limit were met for all matrices evaluated. However, the method proved to be
robust only for milk and bovine muscle. In relation to kidney and bovine liver, the method was
sensitive to some changes in the standard methodology. The third objective of the study was to
induce mastitis in six cows with one of the 23 S. aureus samples used in the MIC (sample 619)
and then treated with AgNp at the dose determined by MIC. After the treatment, milk was
collected for five days, and on the fifth day cow euthanasia was performed to collect samples to
verify the presence of Ag residues. The results showed that intramammary application of AgNp
in cows resulted in 50% clinical cure, evaluated by the presence of lumps during milking and
clinical examinations. However, microbiological analyzes of the milk showed that there was no
microbiological cure in 100% of the treated rooms. Regarding the presence of residues, after the
fifth day of treatment, a high concentration of Ag was detected in the milk of the fourth treated
mammary (PE) and in the liver of the six animals. In general, the proposed methodology was
efficient and ICP-OES, a great option for determination of Ag in biological matrices. However,
commercial 100 nm AgNPs were not effective for the control and treatment of S. aureus mastitis.

Keywords: Silver nanoparticles, mastitis, S. aureus, validation, ICP-OES.
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1 INTRODUCAO

A mastite, principal doenca dos rebanhos leiteiros, é responsavel por até 40% de todas as doengas
infecciosas e por importantes perdas econdmicas em funcdo da diminuicdo da producdo, gastos
com medicamentos, servicos veterinarios e descarte de leite. Por se tratar de patologia dificil de
ser erradicada dos rebanhos, a melhor maneira de evitar a doenca é por meio da prevengao.
Entretanto, somente a prevencdo ndo é suficiente e, mesmo assim, ocorrem casos clinicos e
subclinicos da doenga, sendo necessario também, o tratamento. Tanto no controle preventivo,
guanto no tratamento dos casos clinicos e subclinicos € comum o uso de antimicrobianos, que na
maioria dos casos sdo usados de forma inadequada e sem controle, 0 que gera amostras resistentes,
devido a uma pressao de selecgéo.

Nos ultimos anos, ha vérias discussdes sobre o uso indiscriminado de medicamentos na producéo
animal, principalmente nos paises europeus, onde os oOrgdos fiscalizadores tém sugerido
diminuicdo do uso de medicamentos em animais de producdo, principalmente antimicrobianos.

A resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos é uma ameaca real para a satde publica,
levando a infecgBes, aumento da morbidade, mortalidade e custos para o sistema de saide. A
principal causa do problema é o uso indiscriminado de antimicrobianos na produgdo animal e em
humanos. Aproximadamente 80% dos antimicrobianos vendidos nos Estados Unidos em 2012
foram destinados para uso em animais e, aproximadamente, 60% desses agentes sdo considerados
importantes para a medicina humana. O fato é que agentes antimicrobianos utilizados na producédo
animal podem contribuir para o desenvolvimento da resisténcia (Paulson e Zaoutis, 2015).

Da mesma forma, Yah et al. (2017) relataram que a resisténcia a maltiplas drogas é um problema
crescente no tratamento de doengas infecciosas e 0 uso generalizado de antimicrobianos de amplo
espectro resulta no desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos em humanos e em
animais. O resultado foi um grande nimero de microrganismos resistentes causando perdas
econdmicas na producdo leiteira.

Dados recentes mostram que o consumo de antimicrobianos no mundo aumentara 67% até 2030.
Nos Estados Unidos, sdo usadas anualmente 3,4 mil toneladas destas substancias em pacientes e
8,9 mil toneladas em animais de producéo (BBC, 2015).

A indUstria farmacéutica veterinaria cresce de forma alarmante. No Brasil, o faturamento da
industria farmacéutica veterinaria foi de R$ 4,9 bilhdes em 2015 e R$ 5,0 bilhdes em 2016, sendo
gue o0s antimicrobianos representaram 14% deste mercado. No mundo, o mercado foi de U$ 23,9
bilhdes em 2016, sendo 47% nas Américas (SINDAN, 2017).

Portanto, hd uma necessidade urgente de desenvolvimento de agentes antimicrobianos
alternativos, econdmicos e eficientes que diminuam o uso dos medicamentos tradicionais e o risco
de residuos. O mercado necessita de novos compostos, mais eficientes e com menores dosagens,
principalmente para o controle de doencas como a mastite, em que o tratamento se fundamenta
no uso de antimicrobianos convencionais diretamente na glandula mamaria.

Os farmacos convencionais, na sua forma livre, como eles sdo administrados em formulacoes
comerciais na ocorréncia da mastite, requerem administracGes mdultiplas para alcancar niveis com
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elevadas concentragfes em varios tecidos, causando variagdes no nivel de plasma que levam a
toxicidade ou ao desenvolvimento de resisténcia microbiana (Mosqueira et al., 2013).

Uma alternativa recente para diminuir o uso de antimicrobianos, principalmente nos casos de
mastite em vacas leiteiras, é 0 uso de compostos nanoestruturados, como alguns antimicrobianos
e formulagGes como as nanoparticulas de prata (AgNp). A Ag possui uma gama de aplicacfes e
as AgNp tém grande potencial inibitério e efeito bactericida, além de retardar o crescimento de
fungos (Chen e Schluesener, 2008).

O uso crescente destes compostos pode ser util. Porém, ndo ha estudos conclusivos sobre a
resisténcia dos microrganismos e nem sobre a eficacia das AgNp no controle da mastite. Nao se
sabe ainda a melhor forma de administragdo, a dose ideal, o periodo de caréncia e a biodistribuigdo
do farmaco no Ubere da vaca. Também, ainda ndo existe metodologia validada para deteccdo de
Ag em leite, em tecidos de animais tratados e nos produtos embalados utilizando esta tecnologia.
Isso se faz necessario, visto que ja existe no mercado produtos contendo Ag que podem, no futuro,
serem utilizados para controle de doengas nos animais, entre estas a mastite.

19



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Mastite

2.1.1 Etiologia

A mastite é definida como inflamacdo da glandula mamaria que ocorre em resposta a uma
infeccdo bacteriana intramamaria, por micoplasmas, fungos ou infecgdes por algas. Traumas
mecanicos, trauma térmico e injuria quimica predispde a glandula a infec¢éo intramamaria (11M).
A ocorréncia de mastite depende da interacdo entre agente, animal e fatores ambientais (Zhao e
Lacasse, 2014). De acordo com a intensidade do processo inflamatdrio, a mastite é classificada
como clinica ou subclinica.

A infeccdo pode ser causada por mais de 140 diferentes microrganismos (Phylpot e Nickerson,
2002). No Brasil, Staphylococcus aureus € o principal agente causador da mastite nos rebanhos
(Costa, 2008; Lange et al., 2011). Lamaita et al. (2005) isolaram Staphylococcus spp. em
100% de amostras de leite de tanques refrigeradores de propriedades de Minas Gerais. S. aureus
foi observado em 34,6% das espécies isoladas.

2.1.2 Impacto econébmico

O custo da mastite é muito alto, pois a ocorréncia de casos clinicos e a alta prevaléncia de
infecgdes subclinicas levam a perdas econémicas para o produtor e para a industria, ocasionando
reducdo da quantidade e da qualidade do leite produzido, ou até pela perda total da capacidade
secretora da glandula mamaria (Philpot e Nickerson, 2002; Ruegg, 2003; Braem et al., 2013).
Além de gastos com medicamentos, hd grande perda por descarte do leite e por reposicdo de
animais (Costa et al., 2011).

Nos Estados Unidos, a doenga tem um custo anual de US $ 1,8 bilh&o. Isso é aproximadamente
10% do valor total da venda de leite das fazendas. Dois tercos dessa perda ocorrem devido a
reducéo da producéo de leite em vacas com infeccdo subclinica. A perda durante uma lactagdo
de um quarto infectado é cerca de 725 Kg de leite. Demais perdas ocorrem por descarte de leite
em animais em tratamento, descarte involuntéario, reducdo do valor de vacas infectadas, custos
com medicamentos e servicos veterinarios (Schroeder, 2012).

Um grande estudo realizado na maior regido produtora de leite da Argentina demonstrou uma
perda média pela mastite subclinica de 2,8 litros/vaca/dia, ocasionando um custo de US$
0,99/vaca/dia. A perda média devido a casos de mastite clinica foi de 0,12 litros/vaca/dia,
representando um custo de US$ 0,04/vaca/dia (Vassio et al., 2015).

Machado et al. (2000) relataram que levantamentos realizados em varias regides no Brasil, a
partir de 1992, apresentaram indices variando de 14,4% a 97% de vacas infectadas por rebanho.
S. aureus foi um dos principais agentes causadores de mastite em vacas leiteiras, com taxas que
variaram de 8,3% e 49,23% de ocorréncia nos rebanhos brasileiros (Brito et al., 1999; Costa et
al., 2013).

De acordo com Costa et al. (2001), a ocorréncia de mastite subclinica e clinica foram,
respectivamente, de 72% e 14,53%, nos estados de Minas Gerais e S&o Paulo. Costa et al.
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(2008) realizaram um estudo com 35 rebanhos do sul de Minas Gerais e relataram indices
médios de 52,2 % de mastite subclinica e 9,87% de mastite clinica. Mello et al. (2012)
identificaram uma variacdo de 70,5 a 81,9% de mastite subclinica em 21 propriedades da
regido Sudoeste do Parana.

Lopes et al. (2012) conduziram uma pesquisa por meio de simulacdo de dados brasileiros,
utilizando o sistema computacional “custo mastite” com vacas com producdo média de 20 Kg/dia
e verificaram um impacto econdmico/vaca em lactacdo/ano de R$ 727,85, R$ 1.604,82 e R$
2.774,11 em funcdo da frequéncia média anual de mastite clinica em 1%, 7% e 15%,
respectivamente. Os resultados demonstram grandes perdas e a necessidade de ado¢do de medidas
preventivas que representam 19,7% do impacto econémico, demonstrando as vantagens de
investir na prevencado e controle da mastite.

Os prejuizos causados pela mastite ambiental sdo estimados em R$ 200,00 por caso clinico, sendo
que cerca de 90% desse custo ocorrem por reducao da producao de leite (cerca de 450 kg/caso) e
descarte do leite (cerca de 260 kg/caso) (Santos, 2012).

2.1.3 Tratamentos convencionais

O método de administracdo de agentes antimicrobianos pela via intramamaria para o tratamento
de mastite clinica ou subclinica é o preferido pelos produtores, permitindo aplicacfes de pequenas
guantidades de agentes antimicrobianos diretamente no local da infeccéo (Tozzetti et al., 2008).
Porém, aplicacBes parenterais associadas a infusdo local também sdo utilizadas (Gruet et al.,
2001).

Tratamento com antimicrobiano na mastite clinica é utilizado para a redugdo da gravidade e em
algumas instancias para a eliminacdo da infeccdo. De qualquer modo, tratamento de mastite
clinica ndo significa reducéo da prevaléncia de mastite, a menos que ela seja acompanhada de
outros bons programas de controle de mastite. Um fator limitante € que somente cerca de 40%
das infecgBes tornam-se clinicas e podem ser detectadas durante a lactagdo, com uma aparéncia
de anormalidade no leite e no ubere (NMC, 1987).

Os antimicrobianos sdo Gteis na cura das vacas com infec¢des, podem salvar a vida de algumas
vacas e evitam infeccdes durante o periodo de secagem. A principal preocupacdo da maioria dos
produtores de leite é como fazer o melhor uso dos antimicrobianos e de outros medicamentos para
tratar os casos clinicos durante a lactacdo. Esses casos exigem a acdo imediata e a avaliacdo
individual de cada caso (Philpot e Nickerson, 2002).

Porém, a cura microbiol6gica nem sempre ocorre. Staphylococcus aureus, uma das principais
bactérias causadoras de mastite, pode formar abscessos encapsulados em porg¢des superiores do
Ubere, desenvolvendo uma forma subclinica, o que dificulta a cura bacteriolégica durante
lactacdo. A reducdo na taxa de cura durante a lactacdo ocorre porque 0s antimicrobianos usados
sdo de meia-vida curta, permanecendo em niveis terapéuticos por tempo insuficiente para
determinar completa eliminacdo da forma cistica. Neste caso, se ndo houver tratamento, durante
a secagem, estas bactérias podem resistir & totalidade do periodo seco e retornar na lactagdo
seguinte. Em média, é possivel eliminar 90 % das infeccbes causadas por Streptococcus
agalactiae e 70 % por Staphylococcus aureus com o tratamento no periodo seco (Naztke, 1971).
No entanto, a eficacia pode ser aumentada se houver retencdo das drogas nos locais de infec¢éo.
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Outro fator importante é que alguns agentes antimicrobianos convencionais ndo conseguem
atravessar determinadas membranas celulares, tornando-os ineficazes para o tratamento de
agentes patogénicos intracelulares (Yah e Simate, 2015). Portanto, existe uma necessidade de
superar as limitacdes de antimicrobianos convencionais. Recentemente, 0s avangos na
nanotecnologia levaram ao desenvolvimento de nanoparticulas (NP) com propriedades fisico-
quimicas Unicas que sdo capazes de superar varias restricdes em relacdo aos agentes
antimicrobianos convencionais (Yah e Simate, 2015; Gurunathan, 2015).

Neste contexto, o desenvolvimento de uma formula¢do antimicrobiana para o tratamento da
mastite deverd possuir caracteristicas como facilidade de penetragdo em células fagocitarias,
manutencdo da atividade do antimicrobiano nos lisossomas dos fagdcitos, cujo meio é acido,
possibilidade de administragdo via intramamaria sem acarretar perda da atividade ou degradacéao
do antimicrobiano e liberagdo no local de acdo (Craven e Anderson, 1984).

2.2 Nanotecnologia

2.2.1 Aplicabilidade de nanoparticulas na Medicina Veterinaria

O uso da nanotecnologia em medicamentos € uma area promissora para o tratamento de infecgbes
em humanos e animais (Barratt, 2003). Medicamentos utilizando a nanotecnologia ja estdo sendo
utilizados em tratamentos de humanos e surge como mais uma forma de tratamento da mastite
bovina. Estes novos produtos protegem o medicamento contra a degradacgdo, sdo rapidamente
capturados por células do sistema mononuclear fagocitario e podem ser administradas por varias
vias, com aumento da seletividade pelo local de acdo (Vila et al., 2002).

Alguns produtos ja foram desenvolvidos no Brasil com o uso da nanotecnologia para tratamentos
especificos de bovinos leiteiros, como os produtos a base de cloxacilina benzatina e intramamaria
para tratamento da mastite (Castanheira, 2012; Mosqueira et al., 2013).

2.2.2 Prata em forma de nanoparticulas

A Ag tem sido utilizada desde tempos imemoriais, sob a forma de prata metélica, de nitrato de
prata, sulfadiazina de prata, para o tratamento de queimaduras, feridas e varias infeccdes
bacterianas. Devido ao surgimento de varios antimicrobianos, o uso desses compostos de Ag, no
entanto, foi diminuindo. A nanotecnologia esta ganhando grande impulso no século presente,
devido a sua capacidade de modular os metais em seu tamanho nanométrico, que muda
drasticamente as propriedades quimicas, fisicas e Opticas dos metais. Prata metalica na forma de
AgNp teve um retorno notavel como um potencial agente antimicrobiano. O uso das AgNp
também é importante, pois varias bactérias patogénicas desenvolveram resisténcia contra diversos
antimicrobianos convencionais. Assim, as AgNp surgiram com diversas aplicacGes médicas que
vao desde curativos a base de Ag, dispositivos medicinais revestidos de Ag, como nanogéis,
nanolotions, entre outros (Rai et al., 2009).

Apesar das mudancas na nomenclatura através de décadas, houve muita confusdo entre os
cientistas e até entre os fabricantes. E inegavel que os produtos contendo particulas de Ag em
nanoescala estdo disponiveis comercialmente ha mais de 100 anos e foram usadas em aplicacGes
diversas como pigmentos, fotografias, tratamento de feridas, compostos condutores,
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catalisadores, ou como biocida. Com esta historia longa e diversificada de uso, é claro que
diversas pesquisas sobre a quimica de Ag em nanoescala foram conduzidas ao longo dos ultimos
120 anos. Na maioria dos estudos, até muito recentemente, ndo se usava a nomenclatura "nano".
Porém, varios produtos a base de Ag com tamanho menor que 100 nm foram registrados nos EUA
(EPA) desde a década de 50. O aparecimento do nome de nano surgiu a partir da década de 90
(Nowack et al., 2011).

Nos ultimos anos, diversos produtos usando Ag, seja na forma metalica ou i6nica, administrada
de forma tdpica, como agente bacteriano tém sido lancados no mercado e vém ganhando
popularidade diante da propagacdo de bactérias como S. aureus resistentes a antimicrobianos.
Porém, pesquisas mostram que as AgNp, na forma de solucdo coloidal, apresentaram relevante
atividade antimicrobiana com uma menor toxicidade quando comparada a prata i6nica (Santana,
2012).

Devido ao baixo custo e sua ampla atividade bacteriana, a aplicacdo das AgNp tem sido realizada
em aproximadamente 70% dos produtos na &rea da salide e em cosméticos. Os 30% restantes tém
sido aplicados produtos na area téxtil, alimentos e bebidas, eletrnicos, produtos domésticos e
embalagens (Silver, 2003; Lem et al., 2012).

As AgNp possuem varias aplicagdes e ja existem varios produtos de consumo na forma de Np. O
banco de dados de Woodrow Wilson listou 1.015 produtos de consumo onde sdo incorporadas
Np, sendo que 259 apresentam AgNp. O nimero de produtos contendo AgNp cresceu de menos
de 30 em 2006 para mais de 300 no inicio de 2011 (Wwics, 2011). Estima-se que cerca de 280
toneladas de AgNp foram produzidas para utilizagdo em produtos comerciais ou industriais, € 0s
dados sugeriam que esse numero deveria quadruplicar em 2015 (The Silver Institute, 2011).
Gottschalk et al. (2010) relataram a producdo de 320 mil toneladas/ano em 2010. Previsfes
indicavam que em 2014, os nanomateriais seriam incorporados em 15% dos produtos de
fabricacdo global, representando um impacto econémico de US $ 2,6 trilhGes (Instituto Nacional
de Trabalho Seguranca e Saide (NIOSH, 2009).

Alguns trabalhos para uso especifico em produtos veterinarios para controle da mastite ja foram
publicados. Wernicki et al. (2014) realizaram uma pesquisa com o objetivo de determinar as
propriedades antimicrobianas de AgNp, nanoparticulas de ouro (AuNp), cobre (CuNp) e platina
(PtNp) em relacdo a agentes patogénicos isolados de casos de mastite em bovinos por E. coli,
Streptococcus uberis, S. aureus, C. albicans e C. krusei. Os resultados obtidos mostram que as
AgNp e CuNp tiveram efeito inibitdrio mais forte sobre o crescimento dos microrganismos
testados, com a concentragdo > 6,25 ppm para AgNp e 12,5 ppm para CuNp. O efeito das AuNp
e PtNp eram mais fracas e os valores de inibigdo, mais altos.

Dehkordi et al. (2011) fizeram uma avaliacdo in vitro do efeito antibacteriano de AgNp em S.
aureus isolados de mastite subclinica bovina. Os resultados mostram um MIC entre 1,25 a 10
pg/mL.

Da mesma forma, Gavilanes (2010) relatou que o uso das AgNp in vitro em concentragdo de sete
ppm reduziu o crescimento no leite de vacas com mastite subclinica. Para S. aureus, a reducgéo foi
de 92,1% em 60 min. S. epidermidis foi reduzido em 98,9% em um tempo de 30 min.; E. coli foi
reduzido em 99,4% em 30 min. e Bacillus sp. foi reduzido em 99,3%, em 30 min. In vivo, a
aplicacdo das AgNp (7 ppm) em sete bovinos leiteiros com mastite subclinica, levou, apds o
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quinto dia, a uma redugdo com 76,9% de resultado positivo, 15,4% de tragos e 7,7% de negativo.
Em dois animais houve auséncia de mastite subclinica no terceiro dia apds o tratamento.

Em ratos de laboratério infectados experimentalmente com S. aureus, Kumar et al. (2013)
inocularam Cefepima (1 mg/Kg) e uma formulacdo nanoestruturada sintetizada por reducdo de
nitrato de prata com Aloina. Os autores concluiram que o uso de Aloina nanoestruturada possui
um efeito anti-bacteriano, superior a Cefepima. Além disso, 0 composto também exibiu profundo
efeito antinflamatério em mastite por S. aureus, que ndo foi encontrado com o tratamento
antimicrobiano.

Akram et al. (2016) avaliaram a eficacia da combinacdo tripla de AgNPs, fototerapia e 0s
antimicrobianos convencionais vancomicina, linezolid, amoxicilina, azitromicina e claritromicina
contra isolados clinicos de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). O resultado demonstrou
eficiéncia significativa em combinacdes triplas de AgNPs, fototerapia e antimicrobiano, em
comparacdo com tratamentos envolvendo um ou dois agentes. As atividades bactericidas foram
maiores quando a azitromicina ou claritromicina foi incluido na terapia tripla em comparagéo com
0s outros antimicrobianos testados.

Com o mesmo objetivo, Jamaran e Zarif (2016) investigaram o efeito sinérgico das AgNp com
neomicina ou gentamicina em S. aureus isolados de vacas com mastite. O resultado demonstrou
que o antimicrobiano gentamicina e AgNp tiveram efeitos sinérgicos em 50% das amostras e a
neomicina e AgNp tiveram efeitos sinérgicos em 45% das amostras.

Em trabalho recente, Yah et al. (2017) realizaram uma pesquisa utilizando amostras isoladas de
cabras com mastite por S. aureus e P. aeruginosa e o resultado do MIC utilizando AgNp de 11
nm foi de 1 e 2 ug/mL, respectivamente, demonstrando que as AgNp tém um potencial para uso
em cabras com mastite causadas por diferentes microrganismos.

A toxicidade das AgNp é um assunto bastante discutido. Testes realizados na Tailandia por
Maneewattanapinyo et al. (2011) em ratos e cobaias de laboratorio, utilizando solugdes orais e
topicas (ocular e dérmica) ndo demonstraram efeitos tdxicos das AgNp. Porém, os autores
relataram sobre a necessidade de mais estudos para conhecimento dos efeitos toxicos destes
compostos.

Vérios estudos descrevem que o efeito toxico é dependente do tamanho da nanoparticula. Yuan
et al. (2017) relatam que o uso de AgNp de menor tamanho leva ao estresse oxidativo das células
e diminui as defesas antioxidantes. Portanto, embora particulas menores sejam mais eficazes
devido a maior superficie de contato, sdo mais tdxicas.

Outro fator importante em relacdo a toxicidade das AgNp, refere-se ao revestimento utilizado em
alguns compostos. Tsiola et al. (2017) avaliaram o impacto do revestimento de Polietilenimina
ramificada (BPEI) em relacdo a Polivinilpirrolidona (PVP) e o tamanho (40 nm versus 60 nm).
Os resultados revelaram que AgNp com PVP causaram maior toxicidade do que AgNp com BPEI,
e isso foi possivelmente relacionado & maior taxa de dissolugdo. Além disso, a toxicidade de
AgNp com BPEI era dependente do tamanho, sendo 40 nm mais téxicos do que 60 nm. Porém,
n&o foi detectado diferenca de toxicidade em relacdo ao tamanho para AgNp com PVP.

Portanto, é necessario conhecer mais sobre 0s mecanismos de acdo dos ions de prata (Ag*) em
microrganismos, pois ainda ndo sdo totalmente conhecidos. De acordo com Kim et al. (2007), o
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efeito inibitério do Ag* esta diretamente relacionado com a atragdo eletrostética entre a parede
celular dos microrganismos carregada negativamente e a carga positiva dos ions de Ag. Porém,
h& varias hipdteses sobre o real mecanismo de agdo das AgNp sobre 0s microrganismos.

2.2.3 Mecanismos de acdo das nanoparticulas de prata

De acordo com Ray et al. (2009), os metais de transicdo sdo muito utilizados na producéo de
nanocompostos e estudados desde o século 19 por Wautrich. J& no inicio do século 20, o
pesquisador Wober continuou as pesquisas com as propriedades quimicas dos metais. Com base
nestas pesquisas, Horsfall em 1956 estabeleceu a seguinte ordem de fungitoxicidade para os
metais: Ag > Hg > Cu > Cd > Ni >Pb > Co > Au > Zn > Fe > Mn > Mo > Sn. Muitos outros
metais além da Ag possuem propriedades bactericidas, como observado na escala de atividade
contra microrganismos (Ray et al., 2009). Neste sentido, Oliani (2013) concluiu que a Ag
dependendo da sua quantidade é o metal que apresenta a maior a¢do e menor toxicidade para as
células animais.

Os ions Ag atacam as células microbianas de maneira complexa, atingindo varios sitios celulares,
sendo o risco de selecdo de bactérias resistentes menor, em comparagdo com 0s antimicrobianos
(Damm et al., 2007), que geralmente exercem o seu efeito antimicrobiano em local especifico
(Gogoi et al., 2006).

Acredita-se que o efeito inibitorio dos ions Ag* é devido & adsorcao na parede celular carregada
negativamente, desativando enzimas celulares, destruindo a permeabilidade da membrana
(Percival et al., 2005) e, por Gltimo, levando a lise celular e morte (Ratte, 1999; Sambhy et al.,
2006). Entretanto, 0 mecanismo de agdo das AgNp nao € bem conhecido (Morones et al., 2005).

Dakal et al. (2017) destacam que a adesdo de AgNp as células microbianas, a penetracdo dentro
das células, a geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e a modulacdo de caminhos de
transducdo de sinal microbiano foram reconhecidos como 0s modos mais proeminentes de acéo
antimicrobiana (Figura 1).
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Figura 1 - Formas de interacdo das AgNp com as bactérias.
Fonte: Duran et al. (2015)
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O verdadeiro mecanismo do efeito antibacteriano das AgNp néo estd completamente esclarecido.
O langamento de ions ativos de Ag e de soluces de AgNp em solucdo aquosa ja foram relatados
e a suspeita é que eles atacam a célula bacteriana de varias formas, o que provoca danos letais as
células. As interacOes dos ions de Ag em diferentes niveis da célula bacteriana sdo demonstradas
pelo que ocorre com os componentes da parede celular, membrana citoplasmatica, DNA
bacteriano, bem como proteinas e enzimas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons
(Chaloupka et al., 2010).

Marambio-Jones e Hoek (2010) descrevem que o mecanismo de acdo das AgNp na célula
bacteriana ocorre em trés etapas: 1) Absorcdo de ions prata livre (Ag*) levando a interrupcdo de
producdo de ATP e da replicacdo de DNA,; 2) Geracdo de ERO que produzem estresse oxidativo;
3) Dano direto sobre a membrana celular por dissolucdo oxidativa (proteina da membrana e
permeabilidade).

De acordo com os autores supracitados, em concentra¢cdes submicromolares, os ions de Ag sao
internalizados e reagem com grupos tiol de proteinas celulares, que levam a desacoplamento da
sintese de ATP a partir da respiracéo, a perda de forca motriz préton, e interferéncia com o sistema
de efluxo de fosfato. Em niveis de mili-molares, AgNp induzem o descolamento da membrana da
parede celular a partir do citoplasma, com a possivel liberacdo do conteudo intracelular, a
condensacdo do DNA e perda da capacidade de replicagdo. As ERO produzem estresse oxidativo
resultando em danos & membrana e ao DNA. Finalmente, as AgNp aumentam a permeabilidade
da membrana celular e, subsequentemente, penetram dentro das células induzindo uma ou toda a
cascata de efeitos acima descritos (Figura 2).
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Figura 2 — Formacéo de ERO e interrupcéao da funcionalidade da membrana pelas AgNp.
Fonte: Vimbela et al. (2017)

Nota: As atividades antibacterianas da Ag sdo devidas a formacdo de ERO e a interrupcéo
da funcionalidade da membrana. A formacdo de ERO causa estresse oxidativo, o que leva
a danos celulares. A interacdo entre os ions liberados pelas AgNp resulta em ruptura da
funcionalidade da membrana.
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Porém, alguns trabalhos apontam para duas teorias principais sobre 0 mecanismo de acdo da
AgNp. A primeira refere-se a uma ruptura da funcionalidade da membrana a partir de uma
interacdo entre ions Ag* liberados e a membrana celular e a segunda sobre danos extensivos a
membrana celular causados pela formacéo de ERO, causando danos na célula devido ao estresse
oxidativo (Figura 2) (Ivask et al., 2013).

- Producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Nanoparticulas com 100 nm ou menos de dimensdo tém propriedades fisico-quimicas Unicas,
como alta capacidade catalitica e capacidade de gerar ERO (Limbach et al., 2007). Assim, pode
haver a liberagdo de Ag* das Np dentro das células dos microrganismos, formando ERO com
inducdo do estresse oxidativo (Wong et al., 2010).

As ERO tais como H;0,, OH, entre outras sdo subprodutos do metabolismo natural dos
organismos. As AgNp poderiam agir como catalisadores na producdo das ERO em excesso,
gerando assim um estresse oxidativo na célula e provocando uma ruptura da membrana celular
(Su et al., 2009).

Wei et al. (2015) demonstraram que a exposicdo das AgNp causa citotoxicidade, elevando as
ERO e aumentam o0s niveis de peroxidagdo lipidica. Isto também leva a genotoxicidade por
inducdo de danos no DNA cromossdmico (Figura 3).
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Figura 3 - Representagdo esquematica dos possiveis mecanismos das AgNp que causam citotoxicidade

induzida. Os circulos vermelhos sdo as AgNp.
Fonte: Wei et al. (2015)

Em trabalho recente, Yah etal. (2017) relataram que a atividade antibacteriana das AgNp é devida
a geracdo de ERO, malondialdeido (MDA) e vazamento de proteinas e aclcares em células
bacterianas. As bactérias tratadas com AgNp tinham significativamente menor atividade de
lactato desidrogenase (LDH) e menores niveis de adenosina trifosfato (ATP) comparados ao
controle e diminuicdo das principais enzimas antioxidantes.
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- Interacdo da prata com fosforo e enxofre

Devido a presenca de enxofre e fdsforo nas proteinas das membranas celulares, as AgNp e os ions
de Ag interagem com essas proteinas e podem inibir as fun¢es do DNA (Wong et al., 2010).

Acredita-se que a alta afinidade da Ag pelo enxofre ou fosforo é o elemento-chave de sua
propriedade antibacteriana (Lansdown, 2002). Mastsumure et al. (2003) propuseram que 0s ions
Ag*, liberados das AgNp, podem interagir com o fésforo no DNA, resultando na inativacdo de
sua replicacdo, ou reagir com proteinas contendo enxofre para inibir sua funcdo enzimatica, sendo
este e o fosforo encontrados em abundancia em toda a membrana celular (Morones et al., 2005).
Sete niveis micromolares de ions de Ag foram relatados para desacoplar o transporte de elétrons
para a funcéo respiratoria e de fosforilagdo oxidativa, que inibe as enzimas da cadeia respiratoria
ou interfere com a permeabilidade da membrana para prétons e fosfato (Duran et al., 2005).

Neto et al. (2008) relataram que a interacdo ocorre com a membrana celular dos microrganismos
causando danos no processo de respiracdo celular, sendo que no interior destas células, as AgNp
interagem com o DNA provocando a sua desnaturagéo e impedindo a diviséo celular. Feng et al.
(2000) e Matsumura et al. (2003) descreveram que ions de Ag liberados das Np podem atuar no
fosfato das moléculas do DNA, resultando na inativacdo da sua replicagdo. Outro mecanismo
seria a reagdo com proteinas contendo enxofre, induzindo a inibi¢do de fungBes enziméticas
respiratorias.

A interacdo da prata idnica, a qual pode ser liberada por Np, com grupos tiois (-SH) e formagéo
de S-Ag ou formacéo de pontes dissulfeto, podem danificar as proteinas bacterianas, interromper
a cadeia de transporte de elétrons e danificar o DNA (Feng et al., 2000). De forma similar, ions
Ag possuem atividade antiviral pela sua interagdo com DNA e grupos tiois em proteinas (KIM et
al., 2007).

Os grupos tiois (-SH) das bactérias reagem com as proteinas que a Ag marcou, e como a Ag esta
ligada as proteinas (enzimas), ocorre a inativacao (Feng et al., 2000). Ocorre também a ligacéo
da Ag a grupos doadores de elétrons que contém nitrogénio, oxigénio, e enxofre, tais como
aminas, hidroxilas, fosfatos das células (Thurman e Gerba, 1989; RUSSELL et al., 2004). Pode
ocorrer também a ligacdo da Ag com o DNA nas bactérias (Thurman e Gerba, 1989). A Ag
desloca as ligacOes de hidrogénio entre atomos adjacentes de nitrogénio de bases de purina e
pirimidina, o que pode estabilizar a hélice do DNA e impedir a sua replicacéo e a diviséo celular
subsequente (Lagaron et al., 2012).

- Alteracdo na membrana citoplasmatica

As AgNp podem interferir de forma negativa nas funcGes de permeabilidade ao interagir
diretamente com a membrana bacteriana aderindo e penetrando no interior da célula, induzindo a
formacdo de falhas na membrana celular e, como consequéncia, causando o vazamento do
conteido celular (Smentana et al., 2008).

Para Franco (2008), o mecanismo de acdo é devido aos ions Ag que causam a precipitagdo de

proteinas e age diretamente na membrana citoplasmatica da célula bacteriana, exercendo acao
bactericida imediata e acdo bacteriostatica residual. Acredita-se também que as AgNp interagem
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com elementos da membrana celular das bactérias, causando danos estruturais, forgando a
dissipacdo de protons, e finalmente a morte celular (Lok et al., 2006).

Morones et al. (2005) afirmaram que a ligacdo destas particulas na célula depende da area de
superficie disponivel para a interacdo. As menores particulas tém uma area muito maior de
superficie disponivel para interagir com o microrganismo, portanto sdo mais eficazes no combate
aos microrganismos quando comparadas com particulas maiores.

Seong e Lee (2017) relataram o efeito das AgNp contra Salmonella enterica sorotipo
typhimurium. O ensaio de N-fenil-1-naftilamina demonstrou que a permeabilidade da membrana
externa ndo foi alterada pelo tratamento com AgNp. O teste de O-nitrofenil-p-D-
galactopiranésido demonstrou que a permeabilidade da membrana interna aumentou & medida
que a concentra¢do de AgNp aumentou. Conclui-se que as AgNp afetaram a membrana interna
sem danos na membrana externa. Geralmente, as ERO e as alteracdes no gradiente de Ca?* sdo
conhecidas por contribuir para a morte celular bacteriana. Os autores relataram que as AgNp
induziram o acumulo de ERO e Ca?* intracelular.

- Interacédo direta com 0s microrganismos

As AgNp possuem melhor interagdo com 0S microrganismos porque possuem maior area
superficial. Assim, as AgNp atacam a superficie celular e penetram com mais facilidade no
interior desses microrganismos (Wong et al., 2010). Com isso, vai haver captacdo de ions de Ag
gerados através da dissolucdo oxidativa de AgNp. Células bacterianas expostas a ions de Ag
poderiam sofrer alteragdes morfoldgicas como por exemplo o deslocamento da membrana celular
permitindo assim o vazamento do contetdo intracelular (Asharani et al., 2008).

- Alteraces no interior das células dos microrganismos

Dentro da mitocdndria, as AgNp ou os ions de Ag podem provocar danos na cadeia respiratdria,
levando o microrganismo & morte (Wong et al., 2010).

As AgNp em contato com os microrganismos unicelulares incapacitam as suas enzimas de
metabolizar 0 oxigénio. Dentro de poucos minutos, geralmente cinco minutos, o microrganismo
patogénico morre e é eliminado do corpo pelo sistema imunolégico e linfatico. Ao contrario dos
antimicrobianos farmacéuticos que desnaturam as enzimas benéficas, as AgNp deixam estas
enzimas celulares e tissulares intactas (Gavilanes, 2010).

Feng et al. (2000) sugeriram que o efeito de ions de Ag nas bactérias pode ser observado pelas
mudangas estruturais e morfologicas. Isto é, quando as moléculas de DNA estdo em estado
relaxado, a replicacdo do DNA pode ser realizada de forma eficaz. Mas quando o DNA esta na
forma condensada, ele perde sua capacidade de replicagdo, portanto, quando os ions Ag penetram
no interior da célula bacteriana, a molécula de DNA passa para a forma condensada e perde a sua
capacidade de replicacdo, levando a morte celular. Além disso, os autores supracitados relatam
gue os metais pesados reagem com as proteinas que ficam ligadas com o grupo tiol e as proteinas
ficam inativadas.

- Interagé@o do tamanho e forma das nanoparticulas e sua capacidade de agdo

O tamanho e a forma da Np levam a diferengas na sua capacidade de acdo. A ressonancia do
plasma na superficie desempenha papel importante na determinacdo de espectros de absorcao
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Optica de nanoparticulas metalicas, que se desloca para um comprimento de onda maior com 0
aumento do tamanho das particulas. O tamanho das Np implica em uma area de superficie maior
para entrar em contato com as células bacterianas e, por conseguinte, terd uma maior porcentagem
da interacdo de particulas (Morones et al., 2005). As Np menores que 10 nm interagem com as
bactérias e produzem efeitos eletrbnicos que aumentam sua reatividade. Assim, é corroborado que
o efeito bactericida de AgNp é dependente do tamanho (Raimondi et al, 2005; Morones et al.,
2005). A eficécia antimicrobiana das Np depende da forma estrutural, que também pode ser
confirmada através do estudo da inibi¢do de crescimento bacteriano por Np com formas diferentes
(Morones et al., 2005). De acordo com Pal et al. (2007), nanoparticulas triangulares mostram
inibicdo bacteriana com teor de Ag de 1 ug, enquanto, no caso das nanoparticulas esféricas, 12,5
ug sdo necessarias. As particulas em forma de haste necessitam de um total de 50 a 100 ug de teor
de Ag. Assim, as AgNp com diferentes formas tém efeitos diferentes sobre célula bacteriana.

De acordo com Martinez-Castafion et al. (2008), AgNp menores sdo mais eficientes associado a
sua maior area superficial por volume, o que permite melhor contato com as células microbianas.
Os autores avaliaram o efeito antimicrobiano de AgNp de trés tamanhos (7 nm, 29 nm e 89 nm).
Os valores de MIC para S. aureus e E. coli foram mais elevados com o aumento do tamanho das
AgNp, sendo que as de 7 nm apresentaram os melhores efeitos antimicrobianos.

- Outros processos de interacao

De acordo com Xiu et al. (2012), a atividade antimicrobiana das AgNp é explicada
exclusivamente pela liberacdo de ions Ag* e que as AgNp ndo apresentam um efeito direto
especifico da particula. As AgNp perdem a capacidade antimicrobiana sob condi¢des anaerdbias,
em que a liberagdo de ions Ag* é cessada, enquanto os ions Ag* mantem sua atividade sob
aerobiose e anaerobiose (Xiu et al., 2011).

No entanto, em outros trabalhos descreveu-se que a atividade antimicrobiana das AgNp aumenta
gradativamente quando sdo expostas ao ar por 6 h ou 48 h. Esses trabalhos ainda reportaram que
fatores como tamanho, forma, revestimento de superficies (estabilizantes) e carga superficial,
alteram a atividade antimicrobiana das AgNp, provavelmente, por afetarem a taxa, a extensdo ou
o0 tempo de liberacdo de ions Ag*. A atividade antimicrobiana das AgNp esta relacionada com a
presenca de ions Ag* adsorvidos na superficie das AgNp, considerando que apenas as AgNp
parcialmente oxidadas apresentaram atividade antimicrobiana, enquanto as reduzidas (Ag°) ndo
(Lok et al., 2007).

Ha indicacOes de que a liberacdo de fons Ag* pela oxidacédo da prata metalica (Ag®) em contato
com a agua e oxigénio dissolvido estd envolvida no mecanismo de acdo bactericida das AgNp
(Xiu etal., 2011).

Entretanto, ndo estd claro se a liberacdo de ions Ag* é responsavel por toda atividade
antimicrobiana das AgNp ou se as proprias AgNp possuem um efeito especifico da particula.
Distinguir a atividade antimicrobiana entre AgNp e ions Ag* tem sido um desafio para os
pesquisadores, pois 0s experimentos s@o normalmente realizados na presenca de oxigénio e as
duas formas, AgNp e ions Ag*, coexistem nestas condi¢cBes (Xiu et al., 2012). As AgNp,
geralmente, sdo lavadas com &gua pura para remover 0s ions Ag* antes dos testes toxicologicos
(Sondi e Solopek-Sondi, 2004; Liu e Hurt, 2010); portanto isso pode mascarar os efeitos
mencionados.
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- Diferencas de atuacdo em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

As bactérias sdo classificadas em Gram-negativas e Gram-positivas e esta diferenga estd na
estrutura de membrana de cada tipo de bactéria. Estas diferengas estruturais encontram-se no
peptideoglicano, que € um componente essencial na sua organizacdo. As bactérias Gram-
negativas possuem apenas uma fina camada de peptideoglicano (~ 2-3 nm) entre a membrana
citoplasmatica e a membrana externa (Murray et al., 1965), enquanto as Gram-positivas ndo
possuem a membrana exterior, e possuem apenas uma camada de peptideoglicano de cerca de 30
nm de espessura (Shockman e Barret, 1983).

Estas diferencas estruturais na composicao da parede celular das bactérias resultam na diferenca
da susceptibilidade a Ag das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Fayaz et al., 2010). As
AgNp apresentam efeito bactericida maior sobre bactérias Gram-negativas do que nas Gram-
positivas, em razdo da diferenca estrutural da parede celular entre essas bactérias (Shrivastava et
al., 2007; Fayaz et al., 2010; Huang et al., 2017). Entretanto, esta diferenca ndo esta totalmente
compreendida. Uma das explicacdes é que as bactérias Gram-negativas possuem fina camada de

peptideoglicano, permitindo absor¢do mais rapida dos ions na célula. Os ions de prata (Ag+)
ligam-se ao peptideoglicano da parede celular carregado negativamente prejudicando a respiracdo
celular pelo blogueio do sistema de transferéncia de energia, causando a morte celular (Nawaz et
al., 2012).

Gray et al. (2003) afirmaram que bactérias Gram-positivas possuem espessa camada de
peptideoglicano, constituindo-se em cadeias de polissacarideos ligadas entre si por pequenos
peptideos, formando uma estrutura tridimensional rigida. A rigidez e as ligagdes cruzadas tornam
a parede celular das bactérias Gram-positivas, local com poucos sitios de ancoragem e de dificil
penetracdo (Fayaz et al., 2010; Shrivastava et al., 2007).

N X Reacéo da Ag+ com a carga reativa
Ligacdo da Ag+ com deslocamento da o TR e 0 do peptidoglicano com inibicdo da
ligacdo hidrogénio (DNA danificado) %

Membrana celular Membrana celular

danificada

Citoplasma
Ligacédo da prata comO@x == == - =

grupos doadores de -
elétrons

Figura 4 - Diferentes maneiras de agdo da Ag na célula bacteriana.
Fonte: Nawaz et al. (2012)

Morones-Ramirez et al. (2013) relataram que o ion Ag interrompe varios processos celulares em
bactérias Gram-negativas, incluindo a formagéo de ligacGes sulfeto, o metabolismo central e a
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homeostase de ferro. Essas alteragdes estdo associadas ao aumento da producdo de ERO e o
aumento da permeabilidade da membrana, os quais seriam responsaveis por causar morte
bacteriana.

2.2.4 Provaveis efeitos tdxicos, topicos e sisttmicos da prata no organismo animal

Existe atualmente um intenso debate quanto as implica¢des futuras da nanotecnologia que
englobam questbes sobre a toxicidade, impactos ambientais dos nano materiais e efeitos
potenciais na economia global. Esses aspectos, ainda indefinidos, interferem na regulacdo da
nanotecnologia (Furlaneto, 2011). Outro fator a ser discutido é em relacdo ao acumulo da Ag no
organismo dos animais tratados, ainda pouco estudados.

2241 Legislagdo

Em outubro de 1994, o Food and Drug Administration (FDA) emitiu um Boletim de Sadde e
Fraudes para resolver a comercializacdo de produtos emergentes de prata coloidal oferecidas para
uso em condicGes mais graves de doenca. Nesse boletim existe a afirmacéo de que ndo se tem
conhecimento de qualquer evidéncia cientifica substancial que demonstre que qualquer solucéo
coloidal de prata é atil para prevenir ou tratar qualquer doenca grave e que o FDA ndo aprovou
nenhum novo medicamento ou produto com prata coloidal. Os comerciantes destes produtos
afirmam que seus medicamentos estdo livres de registros, pois sdo comercializados antes de 1938,
periodo que ndo era necessario registros (FDA, 1996; FDA, 1999).

Apesar do FDA néo permitir o uso da prata coloidal em animais de producdo, a United States
Environmental Protection Agency (EPA) prop6s recentemente uma aprovagdo condicional para
utilizacdo das AgNp como antimicrobiano [EPA-HQ-OPP-2009- 0936; FRL-8806-9], criando,
assim, uma jurisprudéncia para a futura regulamentacao ou niveis de tolerancia dentro de géneros
alimenticios (Mudalige e Linder, 2013).

Neste sentido, cientistas do National Center for Toxicological Research (NCTR) estdo estudando
vérias vias de exposi¢do aos nano materiais e os efeitos sobre o corpo humano. Esta informagéo
permite uma melhor compreensdo dos nano materiais que podem entdo ser usados para informar
as decisOes regulatorias. A exposi¢do as nano particulas, especificamente a AgNp, por causa de
Seu uso como antimicrobiano, em alimentos ou em embalagem é o maior risco relacionado para
os consumidores. Os cientistas estdo estudando as AgNp ingeridas por roedores para identificacdo
de perigos e desenvolver métodos para medir a migracdo das AgNp, fornecendo dados para
decisOes regulatorias. No ano de 2013, os cientistas descobriram que alguns nano materiais, como
as AgNp, interagem com as células da barreira hemato-encefalica e geram uma reacdo adversa
(FDA, 2015).

De acordo com a Enviromental Protection Agency-USA (EPA, 1987), doses de 5 pg/ kg/dia de
Ag sdo aceitveis com improvaveis riscos para a satide, sendo a dose limite de 14 pg /kg/dia. Uma
pessoa com um peso de 70 kg em uma dieta regular pode consumir até 90 ug /dia de Ag.

Em 2014, foi publicado o parecer final sobre “Nanosilver: seguranca, satide e efeitos ambientais
e papel na resisténcia antimicrobiana”, que concluiu que o uso generalizado (e crescente) de
produtos contendo Ag implica que tanto os consumidores e 0 ambiente estdo expostos a novas
fontes de Ag. A exposicdo humana é direta (alimentos, méo-a-boca contato, pele) e pode ser por
toda a vida; enquanto que no ambiente as AgNp podem contaminar e atuar sobre 0s organismos
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no solo, da &gua e do sedimento e podem funcionar como fontes de prata iénica ao longo de
periodos de tempo prolongados. Portanto, os efeitos adicionais decorrentes da utilizacdo
generalizada e de longo prazo de AgNp nédo pode ser descartada. Em relagdo ao risco associado a
divulgacdo do mecanismo de resisténcia apds o uso das AgNp, ndo ha estudos disponiveis neste
momento, 0 que representa uma grave lacuna de conhecimento. Outras Np tém aumentado
substancialmente a transferéncia horizontal de genes entre bactérias - o que é extremamente
relevante e grave para o desenvolvimento de resisténcia, portanto o potencial das AgNp para
induzir efeitos semelhantes deve ser analisado. Mais dados sdo necessarios para entender melhor
as respostas bacterianas e a exposi¢do a Ag idnica e as AgNp. Uma vez que 0s mecanismos gue
resultam em resisténcia das AgNp ndo sdo bem compreendidos, ndo é possivel estimar neste
momento se a resisténcia dos microrganismos ird aumentar ou propagar em vista de uma
utilizacdo mais generalizada das AgNp em produtos (Scenihr, 2014).

Embora os regulamentos para a Ag coloidal variem em diferentes continentes, na Austrélia,
América do Norte, 6rgdos reguladores europeus geralmente desaprovam a prata coloidal. No
inicio de 2010, a prata coloidal foi realmente proibida na Europa.

A Legislacdo Brasileira ainda ndo regulamenta o uso da AgNp. Em alguns produtos
comercializados contendo Ag, é descrito no rétulo: “Produto dispensado de registro, de acordo
com a RDC 278/2005 da Anvisa”. Porém, quanto a Ag coloidal, existem inumeros produtos
registrados na Anvisa e no Ministério da Agricultura, para utilizacdo em produtos humanos e
animais.

2.24.2 Intoxicacdo pela prata

Alguns estudos in vitro revelam que as AgNp poderiam causar forte citotoxicidade em um largo
espectro de células (Tang et al., 2010). Dakal et al. (2017) afirmam que a exposi¢do de células
humanas a AgNp induz a citotoxicidade, a genotoxicidade e a resposta inflamatéria.

S&o vérias as rotas de exposi¢do de um nanomaterial no ambiente, [sistemas aquaticos, da
atmosfera (troposfera), do solo e sedimento]. As principais rotas de entrada dos nanomateriais nos
organismos-receptores sdo: absorcdo no nivel celular, inalagdo, ingestdo e assimilacéo através de
superficies epiteliais externas (Paschoalino et al., 2010).

Atualmente, pouco se sabe sobre o mecanismo de toxicidade das AgNp. No entanto, estudos
anteriores tém fornecido fortes evidéncias de uma ligagéo entre a producdo de ERO mediados por
AgNp, o estresse oxidativo e a citotoxicidade (Liu et al., 2010).

Para verificar o efeito toxico da Ag em células de animais, Hunta et al. (2013) utilizaram o
Caenorhabditis elegans, que é um animal vermiforme, ndo segmentado e com simetria bilateral.
Os autores verificaram que a exposicdo a AgNp de 10 nm reduziu o crescimento e
desenvolvimento das larvas de C. elegans em concentragdes ambientais de 10 mg/mL™ e levou a
danos oxidativos no seu DNA. Muitos estudos também relataram que as AgNp induziram a
genotoxicidade em varios tipos de células (Kim et al., 2011).

fons de metais, incluindo Ag, atuam como catalisadores e podem produzir ERO na presenca de
oxigénio, o que é considerado como um mecanismo de toxicidade e genotoxicidade para 0s
nanomateriais metalicos. Atuando como sinal molecular, ERO pode promover a progressao do
ciclo celular e induzir dano oxidativo a0 DNA (Boonstra e Post, 2004).
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Vérias alteracOes toxicas foram relatadas em peixes e embrides apds exposicdo & Np, ou seja,
alteragdes nos marcadores de estresse oxidativo, tais como oxidacdo de lipidios, apoptose e
alteragdes na expressao do gene (Zhu et al., 2006). Além disso, in vivo e os estudos in vitro sobre
a inflamag&o do pulmao e do estresse oxidativo devido a véarias Np inaladas tém sido publicados.
No entanto, o estresse oxidativo e inflamacdo estdo interligados. E conhecido que as citocinas
pré-inflamat6rias aumentam a expressdo de ativacdo da familia de oxido nitrico (NOx) e NADPH
oxidase, resultando numa producdo macica (Gaillet e Rouanet, 2015).

Zhang et al. (2014) apontaram que os elétrons na superficie ativa das AgNp podem induzir
diretamente a geracdo de ERO. Além disso, a dissolugdo de ions de Ag* em AgNp desencadeia a
producdo de hidroxilo. Isso também é descrito por por Sarkar et al. (2014).

A geracgdo de ERO e a indugdo do estresse oxidativo, que sdo conhecidos por estarem associadas
a doencas cardiovasculares e a doencas do cérebro tais como a doenca de Parkinson e doenca de
Alzheimer, sdo os principais mecanismos envolvidos nos efeitos toxicoldgicos de Np. Os radicais
anion superoxido (02°), radicais hidroxila (OH), e perdxido de hidrogénio (H20-) sdo as principais
causas de estresse oxidativo (Gaillet e Rouanet, 2015). As alteracdes mitocondriais mediadas
pelas ERO, danos ao DNA e a apoptose sdo observados na maioria dos trabalhos com diferentes
linhagens celulares (Zhang et al., 2016).

Em experimentos utilizando células humanas, Mukherjee et al. (2012) analisaram os efeitos das
AgNp em duas linhagens de células humanas de cancer cervical. O resultado demonstrou que o
efeito citotoxico de AgNp foi dependente da dose e do tempo de exposicao na linhagem de células
testada. Verificou-se que as AgNp induziram niveis elevados de estresse oxidativo, esgotamento
da glutationa e danos a membrana celular.

Os sintomas clinicos mais comuns associados a exposi¢ao cronica da Ag sdo um cinza permanente
ou coloracdo azul-acinzentada da pele e outros érgdos (Drake e Hazelwood, 2005). O contato
persistente com a Ag causa manchas cinzentas na pele do rosto, grande ansiedade, medo de altura,
incapacidade de ficar parado, tendéncia a fazer tudo depressa e a acelerar 0s outros, sensacao de
cabeca oca, sonhos com cobras, abismos e insetos voadores (Teixeira, 2015).

Em baixo nivel de exposicéo, h4 deposi¢do da Ag na pele e em outras partes do corpo, tais como
figado, cérebro, musculos e nos rins, e pode haver alteragdes nas células sanguineas (Fung e
Bowen, 1996). A exposicdo a niveis elevados da Ag no ar pode resultar em problemas
respiratorios, pulmao e irritacdo da garganta e dores de estbmago. Contato da pele com a Ag pode
causar reacdes alérgicas, incluindo erupg¢des cutaneas, inchaco e inflamacéo em algumas pessoas
(Basmaji, 2013).

Estima-se que apenas 10 % dos compostos de Ag ingeridos sejam absorvidos pelo corpo, e 2 a
4% sejam retidos nos tecidos (Klein, 1978). A Ag pode ser mensurada na urina, ho sangue e
principalmente nas fezes (Phalen e Morrow, 1973). Pode ser determinada com preciséo no sangue
gue €, portanto, o meio biolégico de escolha devido a sua conveniéncia (Armitage et al., 1996).
A anélise da urina € Gtil apenas quando ocorre um elevado grau de exposicao, pois a Ag é pouco
excretada na urina (Juberg e Hearne, 2001).

Pessotto (2013), ao determinar os efeitos das AgNp isoladamente e associadas a pesticidas
organoclorados em macr6fagos peritoneais de camundongo, demonstrou que a maior
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concentracdo de AgNp foi altamente citotdxica e resultou em alteragcbes morfoldgicas, aumento
dos niveis de 6xido nitrico.

Mesmo que a Ag ndo esteja disponivel em concentragdes altas o suficiente para constituir risco
para a salde humana e ao meio ambiente, as AgNp tém propriedades fisicas e de superficie que
podem representar ameaca a salide humana e ambiental (Lee et al., 2012). Devido as diferentes
propriedades fisico-quimicas e atividades bioldgicas das AgNp, quando comparadas com o metal
normal, ndo pode ser excluido que o aumento da reatividade das AgNp (devido a grande area de
superficie) leve ao aumento da toxicidade. Algumas Np podem penetrar no pulméo, pele, sistemas
circulatorio e linfatico de seres humanos e animais, atingindo os tecidos e érgdos do corpo e,
potencialmente, interrompendo 0s processos celulares causando doencas (Basmaji, 2013).

Existe grande interesse sobre a diferenca na captacdo celular, na distribuicdo no tecido, e a
toxicidade entre a forma idnica (Ag*) e as AgNp. Arai et al. (2014) estudaram a distribuicdo de
Ag no tecido do pulmdo e respostas inflamatorias seguintes a instilagdo intratraqueal de nitrato
de prata (AgNO3) e AgNp em camundongos. O resultado demonstrou que a forma iénica de Ag
parece translocar a partir do pulmdo para os outros tecidos rapidamente e AgNO3; causou uma
infiltracdo mais robusta de neutréfilos no pulméo do que AgNp. A citotoxicidade de AgNp foi
menor que a de AgNO3 em células J774.1.

Wen et al. (2017) avaliaram os efeitos da toxicidade aguda pelas AgNp em ratos e os resultados
demonstraram que o 6rgdo com maior acimulo foram o pulmao, seguido do bago, figado, rim,
timo e coracdo. A administracdo de AgNp induziu aumento de aspartato aminotransferase, ureia,
fosforo sérico e creatinina, além de lesdes histolégicas no figado. De acordo com Austin et al.
(2012), no corpo humano, as AgNp afetam o pulméo, figado, bago e rim e também penetram no
sistema nervoso central (SNC).

De Matteis et al. (2015) avaliaram o mecanismo de toxicidade induzida por AgNp. Dois tecidos
diferentes foram expostos, células HeLa e A549, para verificacdo do impacto sobre a viabilidade
celular através da atividade metabdlica, producéo de ERO, necrose e vias de apoptose, bem como
a genotoxicidade. Observou-se que as células A549 foram mais resistentes do que as HelLa ao
tratamento com AgNp e foi confirmada a capacidade das Np induzirem o estresse oxidativo.
Também foi avaliada a genotoxicidade que demonstrou alto nivel de danos no DNA depois da
administracdo das AgNp. De acordo com Vimbela et al. (2017), as AgNp liberam ions de Ag que
interagem com os fios de DNA dentro do nucleo celular, o que resulta em danos ao DNA.

A caspase-3 desempenha um papel chave em diversos mecanismos de apoptose, e 0s resultados
mostram 0 aumento nos niveis de caspase-3 apds 24 h de tratamento, provando que a caspase-3
desencadeadora de apoptose ocorreu na presenca de AgNp. Os dados demonstram que a liberagéo
de fons Ag é fortemente promovida pelo ambiente acido da célula. Demonstrou-se também que
em altas concentracfes de AgNp, had morte celular. As técnicas utilizadas no experimento
revelaram que as células tratadas com as AgNp regulam positivamente expressdo de MT
(metalotioneinas), que sao proteinas pequenas localizadas no aparelho de Golgi e envolvidos na
regulacdo de metais. Esse fendmeno progressivamente aumentou ao longo do tempo, sugerindo
mecanismos de toxicicidade por metais pesados. Além disso, foi demonstrado que é possivel
proteger as células contra lesdes por AgNp, através da administracdo de agentes quelantes (De
Matteis et al., 2015).

Alguns estudos sugerem que as AgNp podem causar inflamacéo do trato digestivo (Lomer et al.,
2002). No entanto, a distribuicdo de AgNp ap6s a ingestao oral difere de acordo com o modelo
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utilizado e a AgNp. Depois da absorcéo intestinal, algumas AgNp sdo excretadas nas fezes e urina
(Nefzger et al., 1984) e outros entram na circulacdo porta hepatica e no sistema linfatico ou do
figado (Gaillet e Rouanet, 2015). Van Der Zande et al. (2012) mostraram a excrecao fecal e Park
et al. (2011) detectaram Ag em urina de rato e fezes apds a ingestdo de 1 mg/kg de peso corporal
de AgNp com 8 nm. O baco é o 6rgdo alvo, mas algumas AgNp sdo encontradas nos rins, pulmades,
medula 6ssea, cérebro, pele, bago, olhos, musculos, sangue, intestino, estbmago, pulméao, bexiga,
préstata, lingua, dentes, glandulas salivares, tiroide, paratirdide, coracéo, pancreas e duodeno.

2.3 Analise de residuos de prata por métodos analiticos

2.3.1 Validacéo

A validagdo de um método é um componente essencial das medidas que um laboratério deve
implementar a fim de produzir dados analiticos confidveis (Eurachem, 1998). Além das
caracteristicas de desempenho do método comum obtido no processo de validagdo, laboratorios
de pesquisa devem dispor de procedimentos para estimar a incerteza das medicdes (International
Organization for Standardization, 2005).

Atualmente ha vérias defini¢ces sobre validagdo de métodos analiticos, todavia, 0s conceitos
relacionados a esse procedimento continuam evoluindo constantemente e, concomitantemente
quando se aplica, incorporados pelas agéncias reguladoras. Algumas definicbes podem ser
transcritas:

(a) “A validagdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados” (Anvisa, 2017);
(b) “Confirmagdo por testes e apresentagio de evidéncias objetivas de que determinados
requisitos sdo preenchidos para dado uso intencional” (ISO/IEC 17025);

(c) “O objetivo da validacdo de um procedimento analitico € demonstrar que ele ¢ adequado para
a sua finalidade. Um somatério tabular das caracteristicas aplicaveis a identificacdo e controle das
impurezas” (ICH, 1996);

(d) “A validacdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo
algumas vezes mencionado como o0 processo que fornece uma evidéncia documentada de que o
método realiza aquilo para o qual é indicado para fazer” (FDA, 2015);

(e) “Validacdo é a verificacdo na qual os requisitos especificados sdo adequados para um uso
pretendido” (VIM, 2012);

(f) “Validagao de determinado procedimento analitico objetiva demonstrar que o mesmo ¢
adequado aos objetivos propostos, ou seja, que 0s parametros de desempenho avaliados atendam
aos critérios de aceitacdo preconizados. Trata-se de estudo experimental e integralmente
documentado. A validagdo visa garantir a qualidade metroldgica dos resultados analiticos,
conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade para a tomada de decisdes”
(Brasil, 2011a).

Perante a legislagdo internacional, a validacdo pode ser construida segundo normas do ICH. A
orientacdo foi desenvolvida pelo Grupo de trabalho de peritos do ICH e tem sido objeto de
consulta entre os 6rgédos reguladores de outras partes do mundo e é recomendado para aprovacao
as entidades reguladoras da Unido Europeia, Japdo e EUA (ICH, 1996).

No Brasil, os testes de validagdo de metodologia sdo regulamentados pela Resolugdo da Diretoria
Colegiada — RDC n° 166 de 24 de Julho de 2017 (Anvisa, 2017). Para medicamentos e produtos
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veterinarios, segue o “Guia de Validacdo e Controle de Qualidade Analitica: FArmacos em
Produtos para Alimentacao e Medicamentos Veterinarios”, do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento - Secretaria de Defesa Agropecuaria (Brasil, 2011). E também pelo Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) através do Manual de
“Orientagdo sobre validagdo de métodos analiticos” (DOQ-CGCRE-008) de 2016 (INMETRO,
2016).

2.3.2 Métodos de validacgao

De acordo com o INMETRO (2016), os parametros devem ser avaliados de acordo com o tipo de
ensaio e 0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) determina que para a
validacdo do método de quantificacdo deve ser feita uma classificacdo dos ensaios segundo sua
finalidade e parametros minimos, que devem ser avaliados conforme a categoria do ensaio
analitico (Brasil, 2011a). Na Tabela 1 sdo demonstrados os parametros de validacéo conforme o
tipo de ensaio determinados pelo INMETRO (2016). Nas Tabela 2 e Tabela 3, 0s ensaios fisico-
quimicos foram agrupados em categorias distintas e, posteriormente, para cada categoria s&o
indicados os pardmetros minimos de desempenho que devem ser avaliados durante a validacédo
do procedimento analitico (Brasil, 2011a).

Tabela 1 — Pardmetros de validagdo conforme o tipo de ensaio.

Tipo de ensaio

Parametros Qualitativo Quantitativo
Seletividade 4 N
Linearidade / faixa de trabalho / Faixa
linear de trabalho /Sensibilidade y
Limite de deteccéo v v
Limite de quantificagio v
Tendéncia / recuperacéo v
Precisdo N
Robustez (*) (*)

(*) parametro opcional
Fonte: INMETRO (2016)
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Tabela 2 - Classificacdo dos ensaios segundo sua finalidade.
Categoria Finalidade do teste

| Teste quali-quantitativos para a determinagéo do principio ativo em medicamentos
veterinarios, matérias-primas, produtos para alimentacdo animal e matrizes de
origem bioldgica.

1 Testes quali-quantitativos para a determinacdo de impurezas e produtos de
degradacdo em medicamentos veterinarios e matérias-primas e ensaio limite.

Il Testes de desempenho (e.g.: dureza, friabilidade, viscosidade).

v Testes de identificacdo para ingrediente ativo (e.g.: identificacdo de substancia por
espectroscopia no infravermelho).

\% Testes quali-quantitativos para determinacdo de tracos de farmacos em racédo
(contaminagdo cruzada).

Fonte: Brasil (2011a)

Tabela 3 - Pardmetros que devem ser estudados na validacdo do procedimento analitico, de acordo com
sua finalidade e categoria.

Categoria Categoria Categoria  Categoria Categoria
Parédmetro | 1 Il v \Y

Quali- Ensaio

quantitativo  limite
Seletividade Sim Sim Sim * Sim Sim
Linearidade Sim Sim N&o * Né&o Sim
Preciséo Sim Sim Né&o Sim Né&o Sim
Limite de deteccédo * Né&o Sim * Sim Sim
Limite de quantificacdo * Sim Né&o * Né&o Sim
Veracidade/Recuperacdo Sim Sim * * Né&o Sim
Robustez Sim Sim Sim Né&o Né&o Sim

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
Fonte: Brasil (2011a).

Destaca-se que o preparo de amostras € de fundamental importancia para um procedimento de
validacdo bem-sucedido e, portanto, devem ser considerados os analitos de interesse e suas faixas
de concentragdo, a complexidade da matriz e as técnicas analiticas empregadas (Souza e
Junqueira, 2005).

2.3.2.1 Seletividade e especificidade

Seletividade e especificidade sdo os primeiros critérios a serem avaliados em um método
analitico. Consistem na capacidade do método fornecer sinais ou respostas que estdo livres de
interferéncias e garantem resultados verdadeiros, ou seja, a medicdo realizada pelo sistema é
capaz de fornecer valores para um ou varios analiticos mensurados, tal que os valores de cada
analito sejam independentes uns dos outros ou de outras grandezas relacionadas ao processo em
estudo (ICH, 1996; Brasil, 2011a; INMETRO, 2016).
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De acordo com Anvisa (2017), a RDC 166/17 determina para medicamentos humanos que
métodos analiticos aplicados aos produtos sob investigacao utilizados em ensaios clinicos devem
ter sua adequabilidade demonstrada de acordo com esta situagao.

2.3.2.2 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra (Anvisa,
2017).

A faixa de trabalho linear da curva de calibragdo deve, necessariamente, contemplar a faixa de
concentracao esperada para a amostra de ensaio. Sempre que possivel, o valor esperado para a
amostra de ensaio deve se situar em torno do centro da curva de calibracdo (Brasil, 2011a;
Eurachem, 2014).

Esta etapa deve ser realizada em pelo menos cinco niveis de concentracdo e em triplicata. Os
ajustes da curva de calibracdo obtida ndo devem ser forcados a passar pela origem e a
concentracdo esperada para as amostras devem estar dentro do range da curva de calibracdo
construida (Brasil, 2011a).

O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser = 0,99 (Anvisa, 2017).
Porém, Brasil (2011a) e Brasil (2011b) descrevem que o minimo deve ser r>=0,995.

A relagdo linear deve ser avaliada através de uma escala analitica. Pode ser demonstrada
diretamente sobre a substancia (por dilui¢do de um padrdo de estoque) ou atraves de pesagens
separadas de misturas sintéticas dos componentes do produto de cada droga, usando o
procedimento proposto (ICH, 1996).

A linearidade deve ser avaliada através de inspecdo visual de um lote de sinais como uma fungéo
da concentracdo do analito ou contetdo. Se existe uma relacdo linear, os resultados dos testes
devem ser avaliados por métodos estatisticos adequados, por exemplo, por célculo de uma linha
de regressdo pelo método de minimos quadrados. Em alguns casos, para obter linearidade entre
as dosagens e as concentracfes da amostra, 0os dados de teste podem ter que ser submetido a uma
transformacdo matematica antes da regressao (ICH, 1996).

2.3.2.3 Precisado

Precisdo é a estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, amostras semelhantes ou padr6es, em condic¢Ges definidas. A reprodutibilidade
de um procedimento analitico somente pode ser estimada através da participagdo de um ensaio
interlaboratorial colaborativo (Brasil, 2011a).

Normalmente é determinada para circunstancias especificas de medicdo e as trés maneiras mais
comuns de expressd-la sdo por meio da repetibilidade, precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrdo e coeficiente de variacéo
(INMETRO, 2016).
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O coeficiente de variacdo (CV, usualmente expresso em %), também conhecido como desvio
padrao relativo (DPR) (INMETRO, 2016; Anvisa, 2017), é calculado com seguinte formula:

CV = DPR = (DP / CMD) x 100

Sendo:

DP é o desvio padrao;

CMD ¢ a concentracdo média determinada.

Em condicBes de repetitividade, o coeficiente de variacdo deve tipicamente situar-se abaixo de
dois tercos dos valores apresentados na Tabela 4, conforme a concentracao.

No caso de analises repetidas de uma amostra em condigdes de reprodutibilidade intralaboratorial,
o coeficiente de variacdo intralaboratorial da média ndo deve exceder aos valores especificados
na Tabela 4. A Precisdo estimada em Fungdo da Concentragdo do Analito no Produto/Matriz
(Brasil, 2011a).

Tabela 4 - Coeficiente maximo admitido, de acordo com a concentra¢do do analito.

Concentragdo (C) Coeficiente de variagdo (%)
C <1 mg/Kg 35
Img/Kg < C <10 mg/Kg 30
10 mg/Kg < C < 100 mg/Kg 20
100 mg/Kg < C < 1000 mg/Kg 15
1000 mg/Kg < C < 10000 mg/Kg 10
10 mg/Kg < C <100 mg/Kg 7,3
100 mg/Kg < C < 1000 mg/Kg 5,3
1000 mg/Kg < C < 10000 mg/Kg 3,7

Fonte: Brasil (2011%)

2.3.24 Limite de deteccéo

Limite de deteccdo (LD) é um parametro qualitativo no qual mostra-se a menor quantidade do
analito que pode ser detectada com adequada precisdo e exatidao pelo método analitico utilizado
(ICH, 2005; Nata, 2013) ou o teor minimo a partir do qual é possivel deduzir a presenca do analito
com certeza analitica razoavel (95% de confianca) (Brasil, 2011b). Quando sdo realizadas
medidas em amostras com baixos niveis do analito ou de uma propriedade, como por exemplo,
analise de tragos, € importante saber qual o menor valor de concentracdo do analito ou da
propriedade que pode ser detectado pelo método (INMETRO, 2016).

Este parametro € avaliado com a concentragdo do analito que produz um sinal trés vezes a razdo
sinal/ruido do equipamento (Brasil, 2011a), o que pode ser feito experimentalmente ou através da
aplicacdo da relacdo matemaética por estimativa a partir da curva analitica (INMETRO, 2016;
Anvisa, 2017).
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O célculo pode ser realizado pela leitura do sinal da matriz branca, seguindo a férmula descrita
em Brasil (2011b):

LD=3xs
Sendo:
s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca (n > 20).

2.3.25 Limite de quantificacao

Limite de quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico individual € a menor quantidade do
analito na amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisédo e exatidao aceitaveis
(ICH, 2005).

Para a determinacéo deste parametro é necessario avaliar os dois extremos da curva de calibracao,
o limite inferior no qual mensura quantitativamente a menor concentracdo do analito de uma
amostra com precisdo e exatiddo adequada e o limite superior 0 qual mensura quantitativamente
a maior concentracdo do analito de uma amostra com precisao e exatiddo pelo método analitico
aplicado (FDA, 2015).

Na prética, corresponde normalmente ao padrao de calibragdo de menor concentracao (excluindo
0 branco). Esse limite, apos ter sido determinado, deve ser testado com amostras independentes
no mesmo nivel de concentracdo/propriedade do LQ (INMETRO, 2016). Existem diversas formas
de calcular o LQ, porém a Anvisa (2017) determina o uso da férmula baseada na estimativa a
partir da curva analitica.

Se a veracidade e a precisdo sdo constantes em uma gama de concentragdes centradas no limite
de detecgdo, o limite de quantificacdo é numericamente igual a seis ou dez vezes o desvio-padrdo
da média de ensaios em branco (n > 20) (Brasil, 2011b).

LQ=10xs
Sendo:
s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca (n > 20).

2.3.2.6 Acurécia

A acurécia de um procedimento analitico expressa o grau de concordancia entre o valor que €
aceito como valor verdadeiro convencional ou valor de referéncia aceito e o valor encontrado.
Isso as vezes é chamado de veracidade (ICH, 1994; Vim, 2012).

O vocabulario internacional de metrologia define a veracidade como “grau de concordancia entre
a média de um namero infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia” (Vim,
2012).

A veracidade é a concordancia entre a média de um nimero suficientemente grande de resultados

de um ensaio e o valor de referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro. A veracidade
estd inversamente relacionada ao erro sistematico ou a corre¢do ou ao fator de correcdo. A
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recuperacao mede a tendéncia total do procedimento analitico e, portanto, € uma expresséo de sua
veracidade (Brasil, 2011a).

A veracidade do procedimento deve estar compreendida nos intervalos especificados na Tabela 5

ao redor de 100%, de acordo com as respectivas concentracfes. Excepcionalmente, valores fora
das faixas poderdo ser aceitos desde que devidamente justificados (Brasil, 2011a).

Tabela 5 - Faixa de Aceitacdo do Fator de Acuracia.

Concentracéo (C) Intervalos (%)
C<1pg/Kg 50 a 120
1 ng/Kg<C<10 png/Kg 70a110
10 ng/Kg < C <100 pg/Kg 80a 110
100 pg/Kg < C <1000 pg/Kg 80a 110
1000 pg/Kg < C < 10000 pg/Kg 80 a 110
10 mg/Kg < C <100 mg/Kg 90 a 107
100 mg/Kg < C <1000 mg/Kg 95 a 105
1000 mg/Kg < C < 10000 mg/Kg 97 a 103
10 g/Kg <C <100 g/Kg 98 a 102
100 g/Kg < C <1000 g/Kg 98 a 102

Fonte: Brasil (2011a)

Para determinar a veracidade/recuperacdo, devem-se analisar seis replicas de material de
referéncia certificado — MRC ou de amostra/matriz branca, antes e ap0s fortificagdo com o0s
padrdes de calibracdo, em no minimo trés niveis de concentra¢do. Quando a recuperagéo é obtida
a partir de fortificagbes de matriz branca, o fator de recuperacdo Frec é calculado através da
equacéo a sequir: (Brasil, 2011a).

Frec = Cf— Cnf/ Cad x 100

Sendo:

Cf = concentracdo medida apds fortificacdo da matriz branca;

Cnf = concentracdo medida na matriz branca néo fortificada, i.e., antes da fortificag&o;
Cad = concentracdo do analito puro adicionado a matriz branca.

2.3.2.7 Robustez

O estudo da robustez de um procedimento analitico tem o objetivo de avaliar a capacidade do
método de se manter preciso e exato mediante a pequenas variacdes nas condi¢des experimentais
do procedimento analitico. Para a realizagdo deste estudo, o analista deve identificar os
parametros criticos no procedimento de analise e submeté-los a pequenas variagdes de modo a
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definir qual a sensibilidade do método analitico. Usualmente definem-se valores extremos dos
parametros analiticos e os submete a analise (ICH, 1996; Brasil, 2011a; Anvisa, 2017). A robustez
fornece uma indicacdo da confianga do método durante uma aplicacdo rotineira (Eurachem,
2014).

A robustez é um parametro opcional dentro dos estudos de validacdo. Para determinar a robustez
de um método de ensaio, pode-se recorrer ao planejamento de Youden (2002/657/EC) ou de
Plackett-Burman (Sergent, 2007), ou a testes estatisticos convencionais (Brasil, 2011a; Brasil,
2011b). Quanto maior for a robustez de um método, maior serd a confianca desse relacionamento
a sua precisdo (INMETRO, 2016).

2.4 Uso e funcionamento do ICP — OES

Os primeiros equipamentos comercialmente disponiveis de Espectrometria de Emissao Atdmica
por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES) foram introduzidos em 1974. Desde a sua
introducdo, ha um interesse cada vez maior da quimica analitica, sendo amplamente utilizado para
a rotina de andlise elementar. Como poderia ser esperado, a espectrometria de emissdo pelo ICP
é considerada uma técnica madura em termos de valores analiticos de mérito.

No entanto, por causa de uma forte concorréncia entre as varias empresas de instrumentos
envolvidos neste campo e as vendas crescentes de sistemas de Espectrometria de Massa por
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP MS), algumas melhorias nas caracteristicas analiticas do
ICP OES aperfeicoaram o equipamento (Mermet e Poussel, 1995).

O ICP-OES determina oligoelementos, incluindo metais, em solu¢do. O método é aplicavel a
todos os elementos listados na Tabela 6. A maioria das matrizes deve ter amostras digeridas em
acido para analise no equipamento (METHOD 6010 B, 1996).

Tabela 6 - Recomendacdo de comprimentos de onda e limites estimados de deteccao.

Elemento detectado Comprimento de onda (nm) (a) Estimativa IDL (ug/L) (b)
Aluminum 308.215 30
Antimony 206.833 21

Arsenic 193.696 35
Barium 455.403 0.87
Beryllium 313.042 0.18
Boron 249.678 x 2 3.8
Cadmium 226.502 2.3
Calcium 317.933 6.7
Chromium 267.716 4.7
Cobalt 228.616 4.7
Copper 324.754 3.6
Iron 259.940 4.1
Lead 220.353 28
Lithium 670.784 2.8
Magnesium 279.079 20
Manganese 257.610 0.93
Mercury 194.227x2 17
Molybdenum 202.030 5.3
Nickel 231.604x2 10
Phosphorus 213.618 51
Potassium 766.491 See note (c)
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Selenium 196.026 50

Silica (SiO») 251.611 17
Silver 328.068 4.7
Sodium 588.995 19
Strontium 407.771 0.28
Thallium 190.864 27
Tin 189.980x2 17
Titanium 334.941 5.0
Vanadium 292.402 5.0
Zinc 213.856 x 2 1.2

Os comprimentos de onda indicados (em que X2 indica segunda ordem) séo recomendadas devido a sua
sensibilidade e a aceitagdo geral. Outros comprimentos de onda podem ser substituidos (por exemplo, no
caso de uma interferéncia) se pode proporcionar a sensibilidade necessaria e sdo tratados com a mesma
corre¢do técnica de interferéncia espectral. Com o tempo, outros elementos podem ser adicionados
conforme mais informacoes disponiveis e, se necessario. Os limites de deteccéo instrumental estimados séo
fornecidos como um guia para limite e instrumental. Os limites de detec¢do do método sdo da amostra real
dependente e podem variar como o da amostra matriz. S8o altamente dependentes das condicdes
operacionais e posi¢do do plasma.

Fonte: METHOD 6010 B (1996)

O ICP OES utiliza para suas analises uma fonte de excitagdo de plasma de argbnio a alta
temperatura (7.000 - 10.000 K) e com comprimento de onda variando entre 125 e 950 nm, sendo
considerada uma técnica de analise quimica instrumental. Para a realizacdo das analises, uma
amostra é introduzida sob forma de neblina no centro do plasma. As radiacdes emitidas, apos
conveniente separacdo de seus comprimentos de onda por sistemas Opticos, tém suas respectivas
intensidades medidas por meios de detectores de radiacdo especificos (ICP OES, 2008).

Esta técnica é tradicionalmente utilizada para a analise de varios elementos em diferentes
matrizes. A técnica de ICP-OES tem sido utilizada amplamente devido a uma série de vantagens
que oferece, tais como: analise multielementar simultanea, sensibilidade e precisdes altas, rapidez,
bem como ampla faixa dindmica linear. O plasma é uma fonte de alta temperatura que minimiza
efeitos de matriz e produz uma sensibilidade adequada para maioria dos metais e ndo-metais, em
diferentes faixas de concentragao e esta técnica de analise é aplicavel a determinacédo de sélidos,
liquidos e gases e tem a capacidade de produzir resultados rapidos e Uteis para controle de
processos, tais como, o controle de tratamento de efluentes (Sandroni e Smith, 2002).

O ICP OES € uma opcdo para andlises analiticas muito utilizadas em funcéo da sua capacidade
de guantificar macro e micro-elementos em matrizes complexas (Masson et al., 1999). O ICP
OES é menos sensivel em relagdo a espectrometria de absor¢do atémica com forno de grafite
(GFAAS) (Gasparics, 2000) e a espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP MS) (Ryan,
1997). Esta limitagdo do ICP OES, no entanto, pode ser contornada com o posicionamento
horizontal da tocha, denominado configuracdo axial, que leva a um aumento da regido de
observagdo, tornando maior a quantidade de radiacdo que atinge o detector (Brenner et al., 1997).

Porém, Silva (2004) relatou que a configuracdo axial é susceptivel a efeitos de matriz,
principalmente, por ser observada a regido de maior gradiente de temperatura (tail flame). As
interferéncias observadas nesta regido ocorrem devido a formagdo de compostos moleculares e
aos elementos ionizaveis. Com o objetivo de amenizar estes efeitos na configuracdo axial do ICP
OES, estes equipamentos sdo equipados com interfaces apropriadas em dois tipos de arranjos:
shear gas interface (elevada vazdo de gas) (Ar ou N2) introduzido perpendicularmente a

44


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Plasma_de_arg%C3%B4nio&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Neblina
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Sistemas_%C3%B3pticos&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Detectores_de_radia%C3%A7%C3%A3o&action=edit&redlink=1

extremidade superior do plasma, e end-on gas interface (vazdo comparativamente menor de um
gés introduzido frontalmente & extremidade superior do plasma).

No entanto, amostras organicas apresentam variacdes com estas configuragdes (Changkang et al.,
1992), sendo necessarias modifica¢bes na configuracdo do comprimento de onda (Silva, 2004).

O equipamento de ICP OES utiliza solucdes préprias para realizacdo de analises. Os reagentes
utilizados ou desenvolvidos devem estar em conformidade com as especificacbes da Comissao
dos Reagentes Analiticos da American Chemical Society. Podem ser utilizados outros tipos, desde
que seja averiguado que o reagente é de uma pureza suficientemente elevada para permitir a sua
utilizacdo sem diminuir a precisdo da determinacdo (METHOD 6010 B, 1996).

De acordo com o mesmo documento citado, o &cido cloridrico (HCI) e o acido nitrico (HNO)
podem ser utilizados como reagentes.

2.5 Meétodos de extracao (digestao)

Todo procedimento de digestdo de uma amostra deve apresentar simplicidade, rapidez, utilizar
pequenos volumes de reagentes, permitir a dissolucdo de grande nimero de amostras e finalmente,
produzir resultados exatos e repetitivos (Kira, 2002).

Os processos de preparacdo de uma amostra para inje¢cdo em um equipamento de ICP OES ou
ICP MS podem ser por digestdo seca, quando ha destruicdo da matéria organica por calcinacdo
da matéria orgénica usando-se um forno de mufla (Hoening, 2001). Esta técnica de digestdo
aberta, no entanto, expbe a amostra a contaminag¢ao ambiental e o procedimento de digestao pode
ser muito lento, possibilitando perdas (Kira, 2002).

Na digestdo Umida, a matéria organica é destruida usando-se acidos ou oxidantes (como H20-,
KMnO4, HCIO.) (Amaro-Lo6pez et al., 1996), ou 0 HNOgs, que pode ser associado ao H,SOu4,
HCIO4 ou a0 H,0, (HOENING e KERSABIEC, 1996). Porém, o uso somente de HNO3, na
digestdo Umida é insuficiente para oxidar completamente amostras com alto teor de proteina ou
gordura (Kira, 2002), como o leite.

A partir da década de 90, houve aumento do uso da técnica de micro-ondas como método de
digestdo para uso em ICP OES e ICP MS. Estes equipamentos possuem grande capacidade para
digestBes de amostras de produtos alimenticios e materiais bioldgicos (Pedro, 1998).

Além dos trés métodos citados anteriormente, em matrizes ricas em gorduras e 6leo, 0s métodos
de digestdo mais eficientes sdo os que se baseiam numa extragdo acida, onde os metais séo
extraidos da matriz enquanto a amostra é deixada em contato com solucdo diluida de HNO3 ou
HCI sob ebulicdo (Skurikhin, 1993).

Kira (2002) avaliou diferentes procedimentos de preparo de amostra (digestdo por via seca,
digestdo por via Umida em chapa elétrica e em forno de micro-ondas) e comparou a digestéo
parcial com uso de HCI diluido que permitiu a determinagdo de minerais e tragos de elementos
(Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn) em amostras de leite e produtos lacteos. Os resultados
obtidos através da técnica de ICP OES, apds os diferentes tratamentos de amostra, foram
comparados com os obtidos pela técnica de AANI (analise por ativagdo com néutrons), que ndo
requer dissolugdo da amostra. A digestdo parcial com HCI diluido para amostras de leite e
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produtos lacteos mostrou-se adequada para a determinacéo de Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P
e Zn com boa exatiddo e repetibilidade.

Os trabalhos mais recentes sao feitos em equipamentos mais modernos, como o ICP MS, porém,
0s métodos de extracdo sdo 0s mesmos utilizados em ICP OES. Fabricius et al. (2014) realizaram
um estudo com o objetivo de investigar qual o melhor procedimento de preparacdo de amostras
para ICP MS, utilizando suspensdes de Np mais comumente utilizadas (Ag, TiO2, CeO,, Zn0O,
Au). Foram testados os métodos de micro-ondas, acidificacdo da amostra e injecdo direta no
equipamento. Especificamente para Ag, utilizou-se a acidificacdo com HNO; (1,4 mL ~ 65%).
Em relacdo a Ag, as amostras acidificadas foram estatisticamente iguais as digeridas em micro-
ondas, demonstrando ser melhor que a injecédo direta.

Para extrair AgNp (£ 42 nm) com PVP da carne de frango por ICP OES, Loeschner et al. (2015),
utilizaram a digestdo enzimatica com Proteinase K. A mistura de carne foi colocada no vortex
durante 1 min a 2500 rpm com 5 mL da solucdo de proteinase K (3 mg/mL de proteinase K em
tampdo de 50 mM de NH4sHCO; amenizando o pH para 7,4, contendo 5 mg/mL de SDS (dodecil
sulfato de sédio) e 0,2 mg/mL de NaNs). Em trabalho semelhante, Peters et al. (2013) validaram
uma metodologia para deteccdo de AgNp em ICP MS em carne de frango e encontraram
resultados satisfatorios.

Com o objetivo de validar uma metodologia para analise de varios minerais em alimentos
consumidos pelos Franceses, Millour et al. (2011) utilizaram varias amostras que foram digeridas
utilizando um forno de micro-ondas Multiwave 3000, sistema de digestdo (Anton-Paar,
Courtaboeuf, Franga). A partir de 0,2 a 0,6 g de amostras alimentares foram pesadas e colocadas
com 3 mL de &gua ultrapura e 3 mLde HNO; (67%, v/v) na digestdo por micro-ondas. Os mesmos
autores citam que a Ag pode ser quantificada com mais precisdo por método especifico,
normalmente utilizando uma mistura de HNO3 e HCI para estabilizar estes elementos.

Em outro estudo, Zhou et al. (2014) desenvolveram um método rapido e sensivel para analise de
Ag (1) e AgNp em matrizes complexas em ICP MS. Utilizaram para digest&o e determinacéo total
da Ag um sistema de digestdo por micro-ondas (CEM Mars 5 Xpress, Matthews, NC) com um
procedimento modificado adicionando 3 mL de HNO; concentrado e 2 mL de H2O- concentrado.
Depois de pré-digerido durante pelo menos 2 h, a mistura foi digerida em micro-ondas, obtendo
um excelente resultado.

Para analise de leite em ICP MS e ICP OES, sdo utilizados dois métodos diferentes de preparacdo
de amostras (Khan et al. 2013, 2014). Estes métodos s@o por micro-ondas, digestdo acida e
dissolucdo alcalina (Kippler et al., 2009). Porém, Mohd-Taufek et al. (2016) fizeram um estudo
para adaptar e validar um método usando etilenodiaminotetracético &cido acético (EDTA),
solucdo de amoniaco, isopropanol e Triton X-100 para determinar simultaneamente
oligoelementos em 0,2 mL de amostras de leite humano. Porém, usando um simples método de
dissolucdo alcalina, foi demonstrado que o método é preciso, confiavel e sensivel no relato de Zn,
Cu, Se, Mn, |, Fe, Mo e Br no leite materno.

Porém, existem poucos métodos de preparo de amostra e técnicas de analises validadas para

deteccdo e caracterizacdo de Np em alimentos, sendo que o uso do ICP é uma das melhores opcbes
na atualidade (Mattarozzi et al., 2016).
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2.6 Uso de AgNp em embalagens e os riscos de migragdo

A grande demanda por produtos alimenticios industrializados vem fazendo com que as empresas
se modernizem e tragam varias inovac0es para acompanhar o crescimento da demanda. Entre as
necessidades da cadeia produtora de alimentos se destacam as embalagens que consigam manter
integras as caracteristicas dos produtos, aumentando o shelf life, as caracteristicas fisico-quimicas
e sensoriais.

Dados recentes apontam que o mercado mundial de embalagens com Np deve crescer de US$ 6,5
bilhGes em 2013 para US$ 15 bilhdes em 2020, crescimento anual estimado de 12,7% (Reuters,
2015).

Uma alternativa promissora para melhorar as embalagens dos alimentos se refere ao uso de Np
revestindo ou incorporadas a matriz de polimeros. No Brasil, ja existem empresas produzindo este
tipo de embalagem para leite. De acordo com a empresa, as AgNp sdo misturadas na forma de pé
na matriz de polietileno para confecgéo de garrafas para embalagem de leite (FAPESP, 2015).

Porém, existem outros tipos de embalagens com AgNp. Mei et al. (2017) incorporaram clasters
de prata (AgNC) (~ 2 nm de diametro) em filmes de zeina e relatam que o material de revestimento
possui uma potente atividade antimicrobiana, baixa toxicidade para células humanas e baixo
potencial para prejudicar o0 meio ambiente.

Orgaos responsaveis pela liberacdo de novos produtos nos EUA ja aprovaram o uso de AgNp
acrescentados em polietileno para uso em embalagens de alimentos. Na Europa, o European Food
Safety Authory (EFSA) concluiu que eles sdo seguros para o consumidor se a migracao de ions
de Ag ndo exceder a dose limite de 0,05 mg de Ag/Kg de alimento (EFSA, 2011).

No Brasil, a legislacdo para embalagens é estipulada pela Resolu¢do RDC n° 17, de 17 de margo
de 2008 ¢é também de 0,05 mg/kg (Anvisa, 2008), acompanhando a legislacdo Europeia.
Portanto, o maior problema do uso destas embalagens contendo AgNp refere-se a possibilidade
de migracéo das Np para o alimento.

Alguns estudos ja foram realizados em diversos paises e os dados foram contraditorios. Enquanto
Von Goetz et al. (2013); Cushen et al. (2014) e Ntim et al. (2015) relataram a presenca de
migracdo de AgNp das embalagens para os alimentos, outros autores (Bott et al., 2014; Jokar e
Abdul Rahman, 2014; Artiga et al., 2015) ndo detectaram vestigios de migracéo das AgNp em
seus estudos.

Ntim et al. (2015) demonstraram que concentra¢cbes muito pequenas de Ag migram sob a forma
de Ag ibnica (Ag *). Becaro et al., (2015), no entanto, avaliaram o uso de filmes plasticos com
AgNp em embalagens de vegetais e ndo observaram migracdo. Da mesma forma, Li et al. (2017)
ndo observaram migracdo de Ag em embalagens revestidas com AgNp em arroz, sendo que a
embalagem com AgNp melhorou a qualidade microbioldgica e fisico-quimica do arroz.

Portanto, os resultados de varios estudos com AgNp nédo sdo conclusivos. Quase todos os estudos

congruentes descrevem que a migracdo € mais alta em um meio acido, mas os achados sdo
bastante contraditérios (Stormer et al., 2017).
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3 HIPOTESE

A administracdo intramamaéria de AgNp é eficiente no tratamento da mastite bovina por S. aureus
e ndo gera residuos nos tecidos e no leite das vacas tratadas.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficicia de uma formulacdo de AgNp no tratamento de vacas contra mastite por S.
aureus e mensurar residuos de Ag no leite e em tecidos dos animais.

2.8  Objetivos especificos
Determinar a MIC (Concentracdo inibitéria minima) das AgNp contra S. aureus.

Validar uma metodologia de anélises de prata no ICP- OES para detectar Ag no leite, musculo,
figado e rim de bovinos.

Avaliar a eficacia das AgNp no tratamento de mastite por S. aureus e verificar a presenca de
residuos de prata no leite e tecidos dos animais tratados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Capitulo 1:  Caracterizacao e Estudos in vitro de Nanoparticulas de Prata (AgNp)

1 Introducéo

O processo de adaptacao aos estimulos abidticos € inerente a toda espécie para tentar se perpetuar
em um ecossistema (Deléage, 1993). Em um contexto de biologia evolutiva, o incremento do
estresse abidtico pode acarretar a extingdo ou adaptacéo de uma determinada populagéo (Forattini,
1998). Transpondo este conceito para bactérias patogénicas, 0s antimicrobianos talvez sejam os
mais importantes fatores abioticos intencionalmente utilizados pelos seres humanos para controlar
o livre crescimento destes microrganismos. Com isso, desde a descoberta da penicilina e seu uso
pelo Dr. J. C. Kakavas no tratamento da primeira vaca contra a mastite em 1944 (Gingerich,
1984), seres humanos e bactérias travam uma intensa disputa em relacdo a colonizacdo do interior
da glandula mamaria. Desde entdo, ao longo dos anos, para cada nova base farmacéutica utilizada
para o controle e prevengdo da mastite, uma populacdo de bactérias resistentes foi selecionada
(Levin et al., 2000).

Nas Ultimas décadas, o custo de desenvolvimento de novas moléculas tem restringido o
langamento de novos antimicrobianos para controle bacteriano (Adams e Brantner, 2006). Em
paralelo, tem-se observado um crescimento no consumo mundial de antimicrobianos, tanto em
humanos (Woolhouse et al., 2015), quanto em animais (Thomas et al., 2015). Destaca-se, ainda,
que na area animal, em decorréncia da crescente demanda por alimentos, intensificacdo de
producdo e restricdo de novas fronteiras agricolas, estima-se que o consumo mundial de
antimicrobianos aumentara em 60% e, no Brasil, ele dobrara até 2030 (BBC, 2015). Dentro do
conceito de salde Unica, esse fendbmeno mundial foi intimamente relacionado ao aumento da
pressdo de selecdo bacteriana e, por consequéncia, esta ligado a surtos de bactérias
multirresistentes (Rai et al., 2009; Paulson e Zaoutis, 2015). Esse fato estimulou a Organizacéo
Mundial de Saide, em 2017, a clamar para a comunidade cientifica o desenvolvimento de novos
antimicrobianos (Pires et al., 2017).

Considerando esse contexto, 0 uso de substancias com potencial antimicrobiano para controlar
bactérias multirresistentes ou para associar com antimicrobianos ja existentes, visando aumentar
a eficiéncia do tratamento, pode ser uma maneira paliativa a falta de novas moléculas. Entre esses
compostos podem-se citar 0s sais de prata que possuem atividade antimicrobiana reconhecida
deste a antiguidade (Nowack et al., 2011). Atualmente, as AgNp vém ganhando atengdo para
incorporagdo em produtos de uso cotidiano ou mesmo em medicamentos (Chen et al., 2008),
gragas a sua acao microbiana superior a dos sais de prata (Cavassin et al., 2015). Em um estudo
recente, Katarzyna et al. (2017) avaliaram a eficiéncia das AgNp contra bactérias do género
Staphylococcus coletadas no ar e os resultados demonstraram fortes propriedades antibacterianas.
Contudo, previamente ao uso terapéutico da AgNp, sdo necessarios estudos para medir sua
atividade antimicrobiana e eventuais efeitos citotoxicos.

O Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) preconiza o uso dos métodos de difusdo em
disco ou o de diluicdo seriada para determinar a susceptibilidade de bactérias frente a um
farmoquimico (CLSI, 2013). Entretanto, Np podem apresentar comportamentos diferentes
daqueles observados nas particulas de tamanhos maiores nos testes empregados para avaliacdo da
atividade antimicrobiana.
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Comparando os métodos preconizados pelo CLSI na avaliacdo de diferentes tipos de AgNp,
Cavassin et al. (2015) observaram maior variagdo de resultados no método de difuséo, o que levou
0s autores a propor a difusdo em disco como um método de triagem para determinar a
concentracao inibitéria minima (MIC) de AgNp e o uso do método de diluicdo seriada como o de
referéncia. Utilizando a técnica de difusdo em disco, Cho et al. (2005) relataram MICs de AgNp
em caldo Luria-Bertani (LB) de 7,5 pg/mL e 12,5 pg/mL para P. aeruginosa e S. aureus,
respectivamente. Sadeghi et al. (2012), empregando técnica semelhante, encontraram MIC de 5
ppm para S. aureus e 10 ppm para E. coli.

Para S. aureus, tanto o caldo quanto o 4gar Mueller-Hinton (MH) s&o os meios para crescimento
bacteriano eletivos em ambos os métodos de susceptibilidade para determinacdo do MIC (CLSI,
2013a). No uso de AgNP contra S. aureus isolados de casos clinicos de mastite caprina obteve-se
um valor de MIC igual a 2 pg/mL, quando avaliado em caldo MH (Yuan et al., 2017). Por outro
lado, Dehkordi et al. (2011) utilizaram o caldo de soja tripticaseina (TSB) para determinar o MIC
de S. aureus isolados de casos mastite bovina e obtiveram valores entre 1,25 e 10 pg/mL.

Poucos estudos usaram o MIC para avaliar o efeito antibacteriano de AgNp (Cavassin et al.,
2015). Considerando-se ainda que o efeito de AgNp sobre as bactérias pode variar de acordo com
0 método in vitro usado nessa avaliacdo (Cavassin et al, 2015), torna-se muito importante o estudo
do comportamento dessas Np e suas possiveis variagdes estruturais e de atividade inibitdria em
diferentes meios de cultura. Portanto, o objetivo principal deste capitulo é avaliar a eficiéncia de
AgNp contra as principais amostras de S. aureus isolados de rebanhos leiteiros de Minas Gerais,
utilizando-se diferentes tipos de meio de cultura para os testes de MIC.

2  Material e Métodos

Esse estudo foi realizado no Laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de
Fora, MG) com amostras comerciais de AgNP (Sigma-Aldrich, cat. n° 576832 - Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) de tamanho médio de 100 nm. Foram utilizados dois lotes diferentes de
nanoparticulas, ambos identificados com 0 mesmo ndmero, mas um contendo o dispersante PVP
(polivinilpirrolidona) que estabiliza as particulas e o outro sem PVP. As amostras foram
manipuladas da mesma maneira, contudo, algumas analises foram realizadas apenas nas amostras
sem PVP.

A escolha das AgNp (Sigma-Aldrich, cat. n°® 576832- Merck KGaA, Darmstadt, Germany) de
tamanho médio de 100 nm para o trabalho foi feita em fungdo da padronizacdo das Np e da
facilidade de aquisicdo do produto de uma empresa com representacdo mundial.

2.1 Caracterizacao das AgNp

2.1.1 Espalhamento de luz dinamico

O tamanho das AgNp foi determinado em amostras puras e misturadas com o caldo MH. Para as
analises das amostras puras, pesou-se 1 mg de AgNp com ou sem PVP em balanga eletronica
Shimadzu AUY 220 (Maryland 21046, U.S.A.) e suspendeu-se em 10 mL de agua ultrapura por
osmose reversa, em um tubo Falcon de 15 mL. Em seguida, a suspenséo foi homogeneizada em
Vortex por um min. e colocada em equipamento de ultrasom Sonifier Modelo SFX 20:0.55 na
poténcia de 400 W (Danbury, USA) e um ciclo de 80% por 10 min, em banho em temperatura
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ambiente. Pipetou-se 1 mL da suspensdo e fez-se uma avaliacdo em equipamento de DLS
(Dynamic Light Scattering) (Malvern Zetasizer Nano-ZS, Worcestershire, United Kingdom).
Para as andlises das particulas em caldo MH utilizou-se a metodologia descrita por De Loid et al.
(2017). Para tal, pesaram-se 90 mg de AgNP sem PVP e dissolveu-se em 5 mL de caldo MH, em
um tubo Falcon de 15 mL, para se obter uma concentracdo de 18 mg/mL. Em seguida, a suspensao
foi homogeneizada da mesma maneira que a amostra pura. Pipetou-se 1 mL da suspenséo e esta
foi imediatamente colocada no equipamento DLS para a leitura do tamanho das particulas e do
potencial zeta. Depois da primeira leitura, a amostra foi recolocada no equipamento de ultrasom
por mais cinco minutos de sonicacao e nova leitura no DLS. Outra repeti¢do de sonicacao e novas
leituras foram feitas, perfazendo um total de trés leituras da concentragdo 18 mg/mL. Apds 15
min, diluiu-se a suspenséo acrescentando 5 mL de caldo MH, atingindo assim uma concentracio
de 9 mg/mL. Foram feitos mais cinco ciclos de sonicagdo e leitura no DLS a cada 10 min,
totalizando 50 min de sonicacdo e cincoleituras no DLS. Novamente diluiu-se a suspensdo com
10 mL de caldo MH, obtendo uma concentracdo de 4,5 mg/mL. Foram realizados mais seis ciclos
de 10 min de sonicacgdo (60 min sonicacdo) e seis leituras no DLS. Para verificagdo da dissociacdo
da suspensdo, avaliou-se o potencial Zeta das trés suspensdes (18; 9 e 4,5 mg/mL) no equipamento
DLS.

Fez-se também um branco utilizando 5 mL de caldo MH em um tubo Falcon de 15 mL que foi
sonicado por 10 min e em seguida. Foram realizadas trés leituras no DLS.

2.1.2 Microscopia de forca atbmica

Uma pequena porgdo de AgNp com e uma sem PVP foram retiradas dos respectivos frascos,
colocadas dentro de um tubo com formato cilindrico e fundo cénico de 1,5 mL, com tampa
acoplada junto a uma mistura de alcool isopropilico e Agua Milli Q em uma proporcéo 1:1,
homogeneizadas e sonicadas em equipamento de ultrassom Sonifier Modelo SFX 20:0.55
(Danbury, USA) na poténcia de 400 W e um ciclo de 80% por 10 minutos em banho em
temperatura ambiente. Apds a sonicacdo, uma gota de cada suspensdo de AgNp foi colocada em
uma placa de vidro revestida de mica e desidratada sob atmosfera de nitrogénio. As imagens
foram obtidas via modo intermitente em aparelho Nanosurf easy Scan 2 (Nanosurf Instruments,
Nanosurf AG, Switzerland), em ar. As amplitudes de oscilagcdo livres do cantilever eram
tipicamente 50 mV e o tamanho de varredura da sonda do microscopio era de 5 x 5 um. A
resolucdo do AFM (Atomic Force Microscopy) era de 512 x 512 pixels. O comprimento € o raio
da ponta eram de 225 um e < 10 nm, respectivamente.

2.1.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A anélise por MEV foi realizada na Embrapa Instrumentacdo em S&o Carlos — SP, de acordo com
metodologia de Castro (2001).

2.2 Preparo dos meios de cultura e demais solugdes:

O preparo do Caldo Mueller Hinton Broth (Becton Dickinson — Sparks, MD 21152 USA), Difco
Mueller Hinton Agar (Becton Dickinson - Sparks, MD 21152 USA) e do Agar Brain Heart
Infusion (Merck KGA — 64271- Darmstadt, Germany) foi feito de acordo com a recomendacéo
do fabricante.
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Solucéo McFarlland:

Misturaram-se 99,5 mL de H,SO, (0,36 N) e 0,5 mL de BaCl; (0,048 M). Apds a mistura, a
solucdo foi analisada em espectrofotémetro UVvis (CECIL CE 1010) em comprimento de onda
de 625 nm (leitura entre 0,08 e 0,1). Para que a leitura ficasse dentro do recomendado (0,096), foi
necessario adicionar 25 mL de 4gua deionizada por osmose reversa.

Agar sangue:

Adicionaram-se 40 g de p6 TSA (Tryptic Soy Agar - Merck KGA —64271- Darmstadt, Germany)
eml L de &gua deionizada por osmose reversa, seguindo a recomendacdo do fabricante. Em
seguida, a solucdo de Agar TSA foi autoclavada & 121 °C por 15 min. Depois ela foi colocada em
uma cuba no banho maria a 50°C.

Anteriormente, haviam sido coletados no Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Leite de
Coronel Pacheco — MG, 500 mL de sangue de um carneiro. O sangue foi processado, desfibrinado
e resfriado. No momento do uso, o &gar TSA foi retirado do banho maria e feita a adicdo de 50
mL do sangue de carneiro em 1 L de agar TSA. Ap6s homogeneizagdo, o Agar foi vertido em
placas.

2.3 Microrganismos utilizados e preparo do indculo

As amostras de S. aureus utilizadas nesse estudo foram obtidas da Colecdo de Microrganismos
de Interesse do Agronegocio da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG. Elas foram
isoladas de amostras de leite provenientes de rebanhos leiteiros de Minas Gerais, no Laboratério
de Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora — MG) e com caracterizacdo
genotipica e avaliacdo do perfil de resisténcia contra os principais antimicrobianos utilizados na
clinica veterindria (ampicilina, pencicilina, tetraciclina, eritromicina, enrofloxacina e
clindamicina). Os testes foram feitos com amostras consideradas de maior resisténcia contra 0s
principais antimicrobianos testados nesse mesmo Laboratdrio (amostras n® 212; 215; 617; 618;
619; 656; 696), com amostras sensiveis (amostras n® 267; 268; 268; 290), intermediarias
(amostras n°® 151; 213; 216; 223; 228) e uma amostra padrao, sensivel, para controle do processo
(ATCC 29 213). Também foram usadas algumas amostras que ainda nédo tiveram sua resisténcia
avaliada (2243, 2309, 4099, 4498, 5329, 5700, Cap.5 e Cap.8).

A preparacédo do in6culo foi feita em duas etapas. Primeiramente, ap0s a retirada do freezer, as
amostras foram semeadas em placas de 4gar sangue e mantidas a 35°C e 5% de CO- por 24 h.
Depois, foram colocadas em placas de &gar BHI. As placas contendo BHI foram entdo incubadas
em estufa a 35°C e 5% de CO; por 24 h para obten¢do de um pré-indculo. Ap6s 24 h e com auxilio
de uma alca, cinco coldnias isoladas de cada placa foram semeadas em tubos contendo 2 mL de
caldo BHI, que foram imediatamente incubados a 35°C e 5% de CO; por 4 h.

Na segunda etapa, os tubos contendo caldo BHI foram retirados da estufa e fez-se 0 ajuste da
turvagdo de acordo com a escala Mc Farlland 0,5. Preparam-se tubos de 15 mL com 8,8 mL de
caldo MH e tubos de 7 mL com 2 mL de caldo MH.

Primeiramente, fez-se a diluicdo de uma parte da solucdo bacteriana (indculo) que estava nos

tubos com BHI em cinco partes de caldo MH. A cultura obtida ficou na concentracédo de 5 x 10°
UFC/mL. Em seguida fez-se nova diluicdo para a concentracdo final de 5 x 10° UFC/mL.
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2.4  MIC em caldo Mueller Hinton

Os testes de MIC foram realizados em caldo MH em trés etapas. Na primeira, foram utilizadas
cinco amostras de S. aureus consideradas de maior resisténcia (amostras n° 617; 618; 619; 656;
696) e uma amostra padrdo (ATCC 29 213). Na segunda etapa, utilizaram-se mais duas amostras
resistentes (amostras n® 212; 215) e também trés consideradas sensiveis (amostras n° 267; 268;
290), duas intermediarias (amostras n° 213; 223) e uma amostra padrdo (ATCC 29 213). Na
terceira etapa, utilizaram-se dez amostras de bactérias, trés resistentes (amostras n° 215; 212; 617),
trés intermediarias (amostras n° 216; 151; 228), trés sensiveis (amostras n® 268; 267; 290) e uma
padrédo (ATCC 29 213).

Os indculos contendo as amostras selecionadas foram semeados, com auxilio de uma alca, em
placas com Agar BHI e colocadas em estufa a 35° C e 5% de CO, por 24 h. Ap6s este periodo, as
placas foram retiradas da estufa e as amostras que cresceram foram transferidas para uma nova
placa com agar sangue e colocadas na estufa a 35°C e 5% de CO; por mais 24 h. As amostras
foram retiradas da estufa ap6s 24 h e armazenadas em geladeira a 8°C. No momento da realizacdo
dos testes, as amostras foram retiradas da refrigeracéo e algumas colénias foram semeadas, com
auxilio de uma alca, e as placas novamente incubadas em estufa a 35°C e 5% de CO; por mais 24
h.

2.4.1 Preparo da solucdo de AgNp

Para as séries de MIC realizadas com AgNp sem PVP, pesaram-se 3,85 mg da Np e dissolveram-
se em 15 mL de caldo MH (3.850 ppm /15 mL), resultando em uma concentracgdo final de 256
pa/mL (solugdo mée 256 pg/mL). A suspensdo foi colocada em tubo conico de 50 mL e sonicada
em equipamento de ultrassom Hielscher UP 200 S por um periodo de uma hora, com um ciclo de
0,7 e amplitude de 75%, em banho de gelo.

Para a realizacdo de MIC de AgNp com PVP, pesaram-se 1.000 mg da Np e dissolveu-se em 50
mL de Caldo MH, resultando em uma concentracéo final de 20 mg/mL (solu¢do mée 20 mg/mL).
A suspensdo foi entdo sonicada, seguindo 0os mesmos procedimentos utilizados anteriormente.
As suspensdes de AgNp ndo ficavam armazenadas. Em cada ensaio era preparada uma nova
suspensao.

2.4.2 Preparo da solugéo

Para preparo das solugdes (caldo MH + AgNp + Indculo) usadas na primeira e segunda etapas
foram preparados dez tubos para cada uma das amostras testadas e dez tubos para a amostras
padrdo (ATCC 29213). Colocou-se no primeiro tubo 1 mL da suspensdo de AgNp solucdo mée
256 pg/mL. Em seguida foi acrescido, do tubo dois até o tubo 10; 1 mL de caldo MH.
Posteriormente, acrescentou-se 1 mL de in6culo em todos os tubos. No final, foram feitas as
diluicbes seriadas acrescentando 1 mL de cada tubo no tubo posterior para se obter as
concentraces finais de: 128; 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1 e 0,5 pg/mL. Além dos tubos com as suspensdes
de bactérias, foi feito um tubo chamado de controle positivo (CP) contendo apenas caldo MH e o
indculo bacteriano.

Na terceira etapa, foi usada a solugdo mée 20 mg/mL e foram preparados cinco tubos para cada
uma das amostras testadas e cinco para a amostra padrdo (ATCC 29213), sendo um dos tubos
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para o CP. O preparo dos tubos foi feito da mesma maneira que nas etapas anteriores, obtendo-se
as seguintes concentracdes finais: 1,5; 2,0; 2,5 e 10 mg/mL.

Em todas as etapas, apds o preparo, 0s tubos eram colocados em estufa a uma temperatura de
35°C e 5% de CO, por 24 h.

243 Leitura

Ap0s 24 h, os tubos foram retirados da estufa e realizou-se a leitura visual de acordo com a escala
McFarlland 0,5. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 200 uL de cada tubo e dispersou-se nos
pocos de uma placa de cultivo de 96 pocos. A leitura da placa foi realizada em Espectrofotémetro
EON ELX 800 (Bio Tek Instruments Inc., Winooski, VT — USA) com leitura em comprimento
de onda de 625 nm. Os testes da primeira etapa do MIC foram feitos em triplicata, na segunda
etapa em duplicata e na terceira ndo foi possivel fazer a leitura no EON, pois 0 meio estava muito
turvo. Em cada etapa foram feitas dez repeti¢fes de cada concentracgéo.

Para confirmar se houve crescimento, fez-se também um cultivo em placas com agar BHI dos
contetidos de cada tubo. As placas foram colocadas em estufa a uma temperatura de 35°C e 5%
de CO; por um periodo de 24 h e, entdo, avaliadas visualmente.

25 MIC em Agar Gel

2.5.1 Testes preliminares para verificar a diluicdo das AgNp

Para verificar a melhor maneira de homogeneizar as AgNp em agar gel, pesaram-se 24 mg de
AgNp sem PVP e diluiu-se em 6 mL de Agar BHI, em um tubo Falcon de 15 mL. O tubo com a
suspensao foi acoplado em equipamento de ultrassom Hielscher UP 200 (Hielscher Ultrasonics
GmbH - Oderstr 53 D-14513, Teltow, Alemanha) por um periodo de cinco minutos, com um ciclo
de 0,7 e amplitude de 75%. Apds a sonicacdo, o tubo com a suspensédo foi imediatamente imerso
em um Béquer com gelo e foi verificado o tempo de solidificagdo do &gar com as AgNp e a
eventual presenca de AgNp sedimentadas.

Em uma segunda fase de testes, pesaram-se quatro amostras de AgNp sem PVP, sendo duas
amostras de 250 mg e outras duas de 500 mg. As AgNp pesadas em tubos Falcon de 50 mL e os
demais equipamentos necessarios para o preparo do meio foram desinfectados com alcool 70% e
colocados na cdmara de exaustdo com a luz UV ligada por 15 min antes de iniciar os
procedimentos. Paralelamente, prepararam-se duas garrafas de 100 mL, sendo uma com agar MH
e outra com agar BHI, de acordo com metodologia descrita pelo fabricante. Ap6s o término da
esterilizacdo (autoclave a 121°C por 15 min) dos dois meios de cultura, verteu-se uma aliquota
de 50 mL em cada tubo com AgNp, a fim de se obter solu¢des de 5 mg/mL e 10 mg/mL para cada
um dos meios de cultura. Os tubos foram encaminhados para a sonicacdo em equipamento de
ultrassom Hielscher UP 200 S (Hielscher Ultrasonics GmbH - Oderstr 53 D-14513, Teltow,
Alemanha) por um periodo de cinco minutos, com um ciclo de 0,7 e amplitude de 75%. Apds a
sonicagdo, as suspensdes de dgar com AgNp foram vertidas em placas de Petri sob uma bandeja
com gelo para imediato resfriamento e solidificacdo. Para o 4gar BHI foram feitas quatro placas
com 5 mg/mL de AgNp e quatro com 10 mg/mL. O mesmo foi feito para o &gar MH Apos 24 h
em estufa a 31° C para teste de esterilidade, as 16 placas com meio de cultura e AgNp e quatro
placas para controle positivo (CP = placas apenas com agar MH e BHI, sem AgNp) foram levadas
para cdmara de exaustdo e divididas em oito quadrantes cada uma. Para a inoculagéo nas placas
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foram empregadas oito amostras de S. aureus de perfil de resisténcia ainda ndo identificado, n°
5700; 2243; 5329; 4099; Cap 8; 2309; Cap 5; 4498. Apds cultivo em placas de agar BHI, fez-se
uma suspensdo com solugdo salina a 0,85% em tubos, de acordo com a escala McFarland 0,5 (na
concentracdo de 10°) e com o auxilio de uma alga descartavel, semeou-se 1 pL da solucdo com o
indculo de cada bactéria em um quadrante. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a
35°C e 5% de CO2 por 24 h.

2.5.2 MIC em Agar gel de BHI

Os testes de MIC em agar BHI foram realizados em trés séries, com todas as amostras
provenientes da Colecdo de Microrganismos de Interesse do Agronegocio da Embrapa Gado de
Leite em Juiz de Fora — MG. Na primeira e na segunda etapas foram utilizadas 15 amostras de S.
aureus, sendo cinco resistentes (amostras n° 215; 617; 618; 619 e 656), quatro sensiveis (amostras
n°212; 267; 268 e 290), cinco intermedidrias (amostras n° 151; 213; 216; 223 e 228) e uma padrdo
(ATCC 29213). Um terceiro ensaio foi realizado utilizando as mesmas 15 amostras de S. aureus
citadas anteriormente e mais oito amostras com sensibilidade desconhecida (2243, 2309, 4099,
4498, 5329, 5700, Cap.5 e Cap.8), totalizando 23 amostras. As placas foram confeccionadas de
acordo com a metodologia descrita anteriormente.

No primeiro ensaio, utilizou-se a AgNp sem PVP, nas seguintes concentragdes: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
7,0;7,5; 8,0; 8,5;9,0; 9,5; 10,0; 12,5 e 15,0 mg/mL (em duplicata). Na realizacdo do ensaio com
caldo MH, verificou-se que a concentragdo para o MIC deveria ser mais alta do que a utilizada
inicialmente, por isso as concentracdes sdo mais elevadas que as empregadas nos dois primeiros
ensaios com caldo MH Nesse caso, ndo houve necessidade de preparar uma solu¢do mée e as
AgNp foram pesadas diretamente nos tubos Falcon onde seriam acrescentados os inoculos. No
segundo ensaio, utilizou-se AgNp com PVP, nas seguintes concentragdes: 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0;
3,5;4,0;4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0 mg/mL (em duplicata). Durante o segundo ensaio, algumas
amostras apresentaram resultados inconclusivos na concentracdo de 2,5 mg/mL. Por isso,
realizou-se um terceiro ensaio utilizando-se AgNp com PVP, nas seguintes concentracfes: 1,5;
2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 mg/mL. As placas para realizagdo do controle positivo foram feitas da mesma
maneira do que no caldo MH.

As bactérias, ap6s serem cultivadas em estufa a 35°C e 5% de CO; por 24 h, foram transferidas
para um tubo com 2 mL de solucdo salina a 0,85% na concentracdo de 10° UFC/mL, de acordo
com a Escala McFarland 0,5. A leitura e a confirmacao do crescimento foram realizadas da mesma
maneira que o descrito para o teste com caldo MH, com excecdo da leitura no EON, que nao foi
feita nos testes com agar.

253 MIC em agar gel de MH

No intuito de avaliar a possibilidade do uso do &gar MH para realizacdo de MIC de AgNp com
PVP, foi realizado um ensaio nas mesmas condigdes que o empregado no terceiro ensaio com
agar gel de BHI. Foram utilizadas as mesmas 23 amostras de S. aureus e empregou-se a mesma
metodologia citada anteriormente para o preparo de placa e 0o semeio. As Unicas diferencas
referem-se ao meio de cultura (dgar MH) e as concentracdes utilizadas (1,0; 3,0 e 7,0 mg/mL de
AgNp).
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2.6  Testes de toxicidade

Com o objetivo de avaliar a toxicidade das AgNp em células do Ubere bovino, cultivaram-se
células MAC-T bovinas em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
(Merck KGaA, Darmstad, Germany), suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) em estufa a
37°C e 5% de CO..

A cultura de células foi feita seguindo os seguintes procedimentos:

Descongelou-se 1,5 mL das células do criotubo em temperatura ambiente e o contetudo foi
dispensado em um tubo Falcon de 15 mL. Em seguida, centrifugou-se a suspenséo celular a 1.448
G por cinco min em temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi
suspendido em 1 mL de meio de cultura (DMEM) acrescido de 4 mM de L-glutamina; 1 mM de
piruvato de sodio; 5 ug/mL de insulina; 1 ug/mL de hidrocortisona; 10% de soro fetal bovino; 100
U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina. Apds o acréscimo dos adjuvantes, a suspensdo
celular foi colocada em uma garrafa de cultivo de 25 cm? contendo 10 mL de meio de cultura e
incubada a 37°C, com atmosfera de 5% de CO,.

Para o tratamento das células:

Retirou-se 0 meio de cultura e as células foram lavadas duas vezes, com 2 ml de 1X PBS (pH
7,2). O excesso foi retirado e adicionaram-se as células, 2 ml de uma solugdo contendo 0,25% de
tripsina + 0,02% de EDTA. Em seguida, foram incubadas a 37°C por 10 min. Apds a observagdo
se as células se desprenderam, a garrafa foi batida sutilmente para que as células se soltassem. A
tripsina foi inativada adicionando-se 2 mL de meio de cultura contendo 10% de soro fetal bovino
e a suspensdo foi retirada com o auxilio de uma pipeta e transferida para um tubo Falcon de 15
ml. A suspensdo foi centrifugada por cinco min, a 1.448 G em temperatura ambiente e 0
sobrenadante foi descartado e o sedimento, suspendido em 1 mL de meio de cultura.

Contagem das células:

Dispensaram-se 10 ul da suspenséo celular na cAmara de Neubauer, fez-se a contagem das células
presentes nos quatro grandes quadrantes externos. Em seguida, calculou-se a média da contagem
e multiplicou-se por 10.000 (fator de correcdo), obtendo-se, assim, o nimero de células contidas
em 1 mL. Fez-se uma regra de trés para o nimero de células desejado por pogo para saber quantos
microlitros da suspensao eram necessarios serem adicionados por pocos. Apos a suspensdo de 1
mL de sedimento, o calculo resultou em em 0,5 x 108 células por pogo.

Suspensdo de AgNp:

Pesaram-se 6 mg de AgNp e suspenderam-se em 6 mL de DMEM. Em seguida, sonicou-se em
ultrassom Hielscher UP 200 S (Hielscher Ultrasonics GmbH - Oderstr 53 D-14513, Teltow,
Alemanha) por um periodo de cinco minutos, com um ciclo de 0,7 e amplitude de 75%, formando
uma suspencdo de 1000 ug AgNp/mL.

Plaqueamento:

Distribuiram-se 600 uL de meio de cultura em cada pogo de uma placa de cultivo de 24 pogos.
Em seguida, as células foram semeadas na densidade de 0,2x10° e incubadas a 37°C, com
atmosfera de 5% de CO,, por 24h. Apds a aderéncia das células, retirou-se o meio de cultura e
adicionou-se novo meio de cultura as células, contendo a suspencdo de AgNp nas concentracdes
de 250 ug/mL, 500 ug/mL e 750 ug/mL. As células expostas as AgNp ficaram nas seguintes
concentracOes (Tabela 7):
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Tabela 7 - Volume de cada um dos componentes da solucéo de incubalcdo das Células MAC-T.

Volume (mL)
Componentes
250 pg/mL 500 pg/mL 750 pg/mL

Total 360 360 360
AgNp 900 1800 2700
Soro Fetal Bovino 360 360 360
L. Glutamina 72 72 72
Antimicrobiano 36 36 36
Piruvato 36 36 36
Hidrocortizona 36 36 36
Insulina 36 36 36
DMEM 2124 1224 324

O controle negativo foi 0 meio de cultura suplementado. Apds a adi¢do das solucdes, as células
foram incubadas a 37°C, com atmosfera de 5% de CO3, por 24h.

As células foram retiradas da estufa ap6s 24 h de exposic¢ao. Retirou-se o meio de cultura (DMEN)
e adicionaram-se 200 ul de uma solucédo de azul de Tripan a 0,4%. Incubou-se por 10 min a 37°
C e 5% de CO; e em seguida, foi feita a leitura no Microscépio 6tico Zeiss Primo Vert na
configuracdo de 200 x (Carl Zeiss, Gottingen, Germany). Verificou-se na leitura que havia
algumas particulas sélidas de Azul de Tripan no fundo da placa. Assim, adicionaram-se 500 mvl
de uma solucdo de PBS para limpeza e nova incubacdo por mais 10 min nas mesmas condicdes
citadas anteriormente. Foi feita nova leitura e as placas foram fotografadas por camera Axio CAM
ERc 5s, e ajustadas pelo programa Axion Vision LE.

3  Resultados e Discussao:

3.1 Caracterizacao das AgNp

A composicdo, tamanho, forma e area de superficie das Np sdo varidveis importantes que
determinam o comportamento dessas particulas e suas interagdes com os sistemas bioldgicos.
Suas propriedades também sdo influenciadas pelas interacGes com estabilizantes e 0 meio em que
se encontram e pelos métodos empregados na preparacdo da amostra (EI-Kheshen et al, 2012;
Paredes et al., 2014). Para verificar o efeito da sonicacdo na distribuicdo do tamanho de particulas,
foram feitos varios ciclos de sonicacgdo e leitura do caldo MH com AgNp. O objetivo desse estudo
foi de fazer uma andlise qualitativa das caracteristicas das AgNp usadas. Os resultados obtidos
nas suspensdes de AgNp na concentragdo de 9 mg/mL foram apresentados na Figura 5 € 0 mesmo
tipo de distribuicdo de tamanho de particulas foi obtido nas demais concentra¢des (dados nédo
apresentados). Observou-se que o tempo de sonica¢do ndo alterou de modo significativo a
distribuicdo do tamanho das AgNp. A figura 6 indica que também n&o houve grande diferenca na
distribuicdo do tamanho de particulas entre os caldos com concentrac6es diferentes (2,56; 4,5; 9,0
e 18,0 mg/mL).
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Distribuicio de tamanho por intensidade

Intensidade (%5)

10000
Tamanho (d. nm)
— Amostral: 9mg/ml 10 min — Amostral: 9 mg'ml 40 min
———— Amostra l: 9 mg/ml 20 min ——— Amostral: 9 mg'ml 30 min

Amostra 1@ @ mg/ml 30 min

Figura 5 - Distribuicdo de tamanho das AgNp obtidas por espalhamento de luz dindmico das AgNp em
caldo Mueller Hinton com a concentracdo de 9 mg/mL, apds diferentes tempos de sonica¢éo.

O valor médio de tamanho, considerando todas as concentracdes, foi de 946,99 nm. Nas diferentes
suspensBes de AgNp, o valor médio do tamanho das particulas foi de 1.164,67 nm; 906,52 nm e
900,11 nm em 4,5; 9,0 e 18,0 mg/mL, respectivamente (Figura 6). Paredes et al. (2014)
observaram sedimentacdo em suspensdes de AgNp preparadas sob forte agitacdo (800 rpm por
1h) e atribuiram isso a maior coalescéncia que provocou rapida agregacao das particulas e induziu
a formacéo de grandes clusteres. Nesse experimento, os resultados obtidos na leitura da suspensdo
de 2,56 pg/mL demonstram que, apesar do grande tamanho das AgNp, o uso do ultrassom com
poténcia baixa (Hielscher UP 200 S por um periodo de uma hora, com um ciclo de 0,7 e amplitude
de 75%) ndo altera a estabilidade da suspensao.

Distribuicdo de tamanho por intensidade
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Figura 6 - Distribuicdo de tamanho das AgNp obtida por espalhamento de luz dinamico das AgNp em
caldo Mueller Hinton com diferentes concentragdes.

O tamanho médio encontrado nas suspensdes de AgNp em caldo MH mostrou-se muito superior
ao fornecido pela empresa Sigma Aldrich (aproximadamente 100 nm) e também superior ao
observado nas amostras de AgNp em &gua deionizada por osmose reversa (Figura 7). Isso pode
ter resultado na agregacdo das Np no meio bioldgico (caldo MH), concordando com o que foi
observado nas imagens obtidas de AFM (ver a seguir) e indicando que o processo de sonicacdo
da suspensdo ndo foi suficiente para promover a desagregacdo. A adsorc¢do de biomoléculas a
superficie das Np é um processo conhecido e tem grande influéncia na acdo dos farmacos em
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meio biologico (Obst et al., 2017). In vivo, a adsor¢do de proteinas as Np, fenémeno chamado de
proteina-corona, ¢ um processo dinamico que afeta o desempenho das Np e que deve ser
considerado na formulacdo de medicamentos (Hadjidemetriou e Kostarelos, 2017).

136.6 nm
Distribuigfo de tamanho por intensidade 2083 nm
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Figura 7 - Distribuicdo de tamanho das AgNp obtida por espalhamento de luz dindmico das AgNp sem
ou com PVP em uma mistura de agua deionizada por osmose reversa e alcool isopropilico.

A anélise do tamanho de particulas no caldo MH puro também foi realizada. Para tal amostra
ndo foram encontradas particulas de tamanho inferior a 1.000 nm de didmetro médio (dados ndo
apresentados), podendo-se inferir que estas particulas ndo interferiram na determinacéo do
tamanho das AgNp.

O uso de polimeros na sintese de Np aumenta a estabilidade das AgNp por influenciar o tamanho
e agregacdo das particulas (Paredes et al., 2014). Uma vez que o trabalho foi realizado com dois
lotes de AgNp com e sem a presencga do dispersante PVP, amostras de mesma concentracao e
tempo de sonicagdo foram preparadas para cada um dos lotes. Os resultados mostrados na Figura
7 indicam que o tamanho médio das particulas era inferior nas amostras sem PVP, podendo ser 0
resultado de uma maior aglomeracdo das particulas em amostras contendo PVP, conforme
observado nas imagens de AFM (ver a seguir). Na leitura do potencial Zeta, as AgNp sem PVP,
apresentaram carga negativa (-16 mV), indicando a baixa estabilidade das suspensdes (Figura 8),
0 que era esperado, pois 0 PVP ¢ utilizado para estabilizar as particulas (EI-Khesehn et al., 2012).
N&o s0 a presenca de estabilizantes, mas também o tipo de estabilizante usado na confecgéo das
Np pode influenciar na sua carga superficial e, consequentemente, nas suas propriedades
antimicrobianas (EI-Khesehn et al., 2012; Cavassin et al, 2015). O uso de quitosana, por exemplo,
origina AgNp com carga positiva (+41,1 mV), enquanto o uso de citrato torna as particulas
negativas (-48,4 mV) (Cavassin et al, 2015). Quando foi usado o polivinil alcool, Cavassin et al.
(2015) obtiveram-se particulas com carga semelhante (-17,0 mV) a observada nesse experimento.
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Figura 8 - Curva do potencial Zeta para suspensdes de AgNp sem PV/P.

Analisando a imagem obtida para as AgNp sem PVP por AFM (Figura 9), pode-se observar que
as mesmas se encontram monodispersas e esféricas de forma semelhante as obtidas para o
experimento de determinacdo de tamanho por DLS, quando as suspens@es foram preparadas em
agua. Este resultado corrobora com a hipotese de que a suspensdo das AgNp agrega menos em
uma mistura de alcool isopropilico e 4gua quando comparado aos meios biol6gicos utilizados nos
experimentos de determinacdo da MIC. Ja as imagens das suspensdes de particulas de AgNp com
PVP mostraram a presenca de grandes agregados de prata recobertos por um filme de PVP (Figura
10). Esses resultados sdo semelhantes aos de EI-Khesehn et al. (2012) que observaram por
microscopia eletronica de transi¢do a formacao de aglomerados em amostras de AgNp com PVP.

Figura 9 - Imagem de microscopia de forca Figura 10 - Imagem de microscopia de forca
atbmica de uma suspensdo de AgNp sem PVP, atdbmica de uma suspensdo de AgNp com PVP,
em uma mistura de agua e alcool isopropilico. em uma mistura de agua e alcool isopropilico.

A avaliacdo das imagens de AgNp sem PVP obtidas por microscopia eletrénica de varredura
também demonstra uma aglomeragdo das Np formando grandes clusteres (Figura 11).
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Figura 11 - Microscopia eletronica de varredura de AgNp sem PVP.

3.2 MICem caldo MH

As AgNp possuem conhecida atividade bacteriostatica e bactericida contra uma grande variedade
de bactérias, Gram-positivas e Gram-negativas (EI-Khesehn et al., 2012). As possibilidades de
uso dessa particula em produtos de uso cotidiano e medicamentos sdo inimeras. Porém, ainda
subsistem muitas davidas em relacdo ao seu comportamento em meio biolégico e sua atividade
antimicrobiana (Chen et al., 2008). Nesse experimento, foi avaliada a MIC de AgNp em diferentes
amostras de S. aureus isoladas de rebanhos leiteiros, usando trés meios de cultura: caldo MH,
agar BHI e 4gar MH. Na primeira etapa de testes com caldo MH, observou-se crescimento em
todos os tubos com a suspensdo de bactérias e AgNp sem PVP, em concentragdes variando de 0,5
a 128ug/mL. A leitura visual foi feita de acordo com a escala McFarlland 0,5 e confirmada no
espectrofotdmetro. O cultivo em placas com agar BHI (Tabela 8) também mostrou o crescimento
de todas as amostras testadas.

Tabela 8 - Crescimento de diferentes amostras de Staphylococcus aureus, isolados de rebanhos leiteiros de
MG, em caldo MH com AgNp de 100 nm sem PVP, em concentra¢fes variando de 0,5 a 128 pg/mL na
primeira etapa de testes com dez repeticGes.

Amostra de Concentracdo das nanoparticulas de prata (pg/mL) CP*
5. aureus 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128
617 + + + + + + + + + +
618 + + + + + + + + + +
619 + + + + + + + + + +
656 + + + + + + + + + +
696 + + + + + + + + + +
ATCC + + + + + + + + + +

*Controle positivo (placa sem AgNp)
Todas as amostras de bactérias usadas na primeira série de testes eram resistentes aos principais

antimicrobianos, com exce¢do da ATCC. Por isso, o teste em caldo MH foi repetido, incluindo-
se também bactérias de baixa e média resisténcia. Os resultados obtidos foram os mesmos da
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primeira etapa, com resultado positivo para todas as culturas em todas as concentracfes na leitura

visual e confirmag&o por espectrofotometria e pelo cultivo em placas de 4gar BHI (Tabela 9).

Tabela 9 - Crescimento de diferentes amostras de Staphylococcus aureus, isolados de rebanhos leiteiros de
MG, em caldo MH com AgNp de 100 nm sem PVP em concentracfes variando de 0,5 a 128 pg/mL na

segunda etapa de teste com dez repetigdes.

Amostra de Concentracdo das nanoparticulas de prata (pg/mL) Cp*
S. aureus
, 1 2 4 8 16 32 64 128
212 + + + + + + + + +
213 + + + + + + + + +
215 + + + + + + + + +
223 + + + + + + + + +
267 + + + + + + + + +
268 + + + + + + + + +
290 + + + + + + + + +
ATCC + + + + + + + + +

*Controle positivo (placa sem AgNp)

Os resultados obtidos nas duas primeiras séries de testes mostraram que uma concentracdo de
AgNp de até 128 pg/mL ndo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano. Por isso, realizou-se
uma terceira série de testes usando suspensfes de AgNp mais concentradas (de 1,5 até 10 mg/mL).
Infelizmente, a alta concentracdo de AgNp utilizada deixou 0 meio muito escuro, dificultando a
visualizacdo e gerando dlvidas sobre a turvacdo ou nao do meio. Desta forma, nao foi possivel
fazer a leitura visual de acordo com a escala McFarland e nem a leitura no espectrofotémetro
EON. A confirmacdo do resultado positivo foi realizada em placas de 4gar BHI onde observou-
se crescimento em todas as concentracdes de AgNp nas dez amostras de S. aureus utilizadas

(Tabela 10).
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Tabela 10 - Crescimento de diferentes amostras de Staphylococcus aureus, isolados de rebanhos leiteiros
de MG, em caldo MH com AgNP de 100 nm com PVP em concentra¢des variando de 1,5 a 10 mg/mL na
terceira etapa de teste com dez repeticdes.

Amostra de Concentracao das nanoparticulas de prata (mg/mL) Ccp*
S. aureus 15 50 55 0
151 + + + + +
212 + + + + +
215 + + + + +
216 + + + + +
228 + + + + +
267 + + + + +
268 + + + + +
290 + + + + +
617 + + + + +
ATCC + + + + +

*Controle positivo (placa sem AgNP)

Os resultados encontrados na técnica de diluicdo em caldo MH mostraram que as AgNp nas
concentracOes utilizadas (até 128 pug/mL para AgNp sem PVP e até 10 mg/mL para AgNp com
PVP) ndo foram eficientes para inibir o crescimento de S. aureus. Esse resultado contradiz o que
foi observado por outros autores que avaliaram a atividade antimicrobiana de AgNp contra S.
aureus isolados de casos de mastite e obtiveram MICs entre 1,25 e 10 ug/mL (Dehkordi et al.,
2011; Yuanetal., 2017). A acdo da AgNp é tempo e dose-dependente (Paredes et al., 2014; Yuan
et al.,, 2017), variando com a concentracdo bacteriana inicial (Paredes et al., 2014). Outros
pardmetros, como o tamanho das particulas e 0 meio de cultura utilizado para a determinagdo da
MIC também influenciam a atividade antimicrobiana. Neste estudo, as AgNp tinham didmetro
superior a 100 nm, bem maiores do que as utilizadas nos trabalhos de Dehkordi et al., 2011 (10
nm) e Yuan et al., 2017 (20 nm). Como a atividade antimicrobiana das AgNp aumenta quando a
relacdo area de superficie/volume é maior, particulas menores sdo mais eficientes, pois ha melhor
contato com as células microbianas (EIl-Khesehn et al., 2012; Martinez-Castafion et al., 2008).
Martinez-Castafion et al. (2008) avaliaram o efeito antimicrobiano de AgNp com PVP de trés
tamanhos (7 nm, 29 nm e 89 nm) e os valores de MIC para S. aureus foram de 7,5; 16,67 e 33,71
pg/mL, respectivamente e para E. coli 6,25; 13,02 e 11,79 ug/mL, respectivamente.

Cavassin et al. (2015) avaliaram cinco tipos distintos de AgNp para controle de S. aureus. O MIC
variou de 13,5 a> 54 ug/mL, dependendo do tipo de Np e do estabilizante utilizado. Comparando
0 uso de diferentes agentes redutores na confeccdo de AgNp (glicose, NaBH4, citrato de sédio e
acido ascorbico), El-Khesehn et al. (2012) concluiram que o uso de glicose encapsula as Np,
inativando-as. Dentro desse contexto, pode-se dizer que os fatores que afetam a atividade
microbiana das Np sdo inimeros e € dificil estabelecer uma Unica explicacdo para a auséncia de
atividade antimicrobiana nesse experimento. Os resultados obtidos sugerem que houve baixa
solubilidade das AgNp no caldo MH. Durante o processo de sonicagdo da suspenséo, observou-

81



se que alguns minutos apds a homogeneizagdo, j& havia precipitagdo de AgNp no tubo com a
solucdo mée e nos tubos inoculados com concentragdes mais altas (Figura 12 e Figura 13).

Figura 12 - Precipitacdo das AgNp sem PVP em caldo MH.

,T._
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Figura 13 - Precipitacdo das AgNP com PVP em caldo MH.

3.3 MIC em agar gel

A atividade inibitéria das AgNp foi testada em agar, usando primeiramente BHI e depois MH.
Para evitar os problemas de precipitagdo observados anteriormente, foram realizados alguns testes
preliminares para se verificar qual seria a melhor maneira de diluir as particulas. Observou-se
que, com o imediato resfriamento apds a sonificacdo, a solidificagdo foi muito répida, ndo
havendo tempo para a decantagdo das AgNp. A amostra ficou homogénea (Figura 14), sugerindo
gue essa seria uma boa opc¢éo para estabilizar a suspensdo de AgNp.

82



Figura 14 - Tubo Falcon de 15 mL com AgNp em &gar BHI.

Para comprovar a eficiéncia do método de sonica¢do seguido de resfriamento imediato, realizou-
se uma segunda fase de testes, usando suspensdes de AgNp em duas concentracBes (5 e 10
mg/mL), os dois meios de cultura que seriam utilizados na determinacdo da MIC (4gar BHI e
MH) e culturas de S. aureus isoladas de rebanhos leiteiros. Os resultados da leitura visual das
amostras em solugdo salina de acordo com a escala McFarlland foram confirmados com o cultivo
em &gar (Tabela 11). Verificou-se que, no teste feito em &gar BHI, houve crescimento das
amostras de S. aureus usadas no ensaio na presenca de AgNp na concentracdo de 5 mg/mL e total
inibicdo quando usada a suspensdo de 10 mg/mL. Quando a inoculacéo foi feita em dgar MH,
houve crescimento em ambas concentra¢cdes em todas as amostras de S. aureus. Pode-se dizer que
a metodologia empregada para preparar 0s meios sélidos contendo AgNp parece adequada para
avaliacdo da atividade antimicrobiana e por isso foi utilizada na determinagédo da MIC. Contudo,
0s resultados obtidos nos testes preliminares indicam que a atividade inibitéria da AgNp pode
variar de acordo com o meio de cultura empregado na anélise, justificando a comparagéo entre
diferentes meios.

Tabela 11 - Crescimento de diferentes amostras de Staphylococcus aureus, isolados de rebanhos leiteiros
de MG, em agar BHI e em agar MH contendo AgNp de 100 nm sem PVP nas concentracdes de 5 e 10
mg/mL nos testes preliminares.

Amostra de Agar BHI Agar MH
- aureus AgNp AgNp cP AgNp AgNp CP
5 mg/mL 10 mg/mL 5 mg/MlI 10 mg/mL
5700 + + - - + + + + + + + o+
2243 + + - - + + + + + + + o+
5329 + - - - + + + + + + + +
4099 + - - - + + + + + + + +
Cap 8 + + - - + + + + + + + +
2309 - + - - + + + + + + + +
Cap 5 + + - - + + + + + + + o+
4498 + + - - + + + + + + + +

*Controle positivo (placa sem AgNP)
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3.3.1 MIC em agar gel de BHI

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos na primeira fase de testes da MIC em agar BHI, quando
foi usada AgNp sem PVP em concentracGes variando de 5 a 15 mg/mL. Observou-se inibi¢ao do
crescimento bacteriano a partir de 5,5 mg/mL e apenas uma amostra (n° 656, classificada como
resistente aos principais antimicrobianos testados) apresentou crescimento em uma das placas na
concentracéo 6,0 mg/mL. Na segunda etapa, os testes foram repetidos usando suspensdes menos
concentradas de AgNp (nesse caso com PVP). Observou-se que a inibicdo ocorreu em
concentracBes mais baixas; na concentracdo de 3,0 mg/mL todas as amostras foram inibidas e em
2,5 mg/mL, apenas cinco amostras crescerem em uma das placas (Tabela 13). Esse resultado foi
confirmado no terceiro ensaio, quando se obteve inibicdo do crescimento de todas amostras
avaliadas quando foi usado AgNp com PVP na concentragdo de 2,5 mg/mL (Tabela 14). Ndo
houve diferencga entre bactérias resistentes ou sensiveis, resultado semelhante ao observado por
Cavassin et al. (2015).

Tabela 12 - Crescimento de diferentes amostras de Staphylococcus aureus, isolados de rebanhos leiteiros
de MG, em agar BHI com AgNp de 100 nm sem PVP em concentragfes variando de 5 a 15,0 mg/mL na
primeira etapa de testes.

Amostra Concentracdo das nanoparticulas de prata (mg/mL) CP*
aﬂ?'esljs 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10,0 125 150
212 AF + - - - - - - - - - - - +
213 + +- - - - - - - - - - - - +
215 o e o= o= e = B o= o ; ; +
216 o ... . ) +
223 + o+ - - = = - N - - - - , +
228 o - ) } +
267 I ) ) m
268 o+ - oo ) ) +
290 I T ) ) m
617 + - - - - - - - - - - - - +
618 + -+ - - - = - N - - - - ; +
619 o+ - ..o ) ) +
151 T ) ) m
656 + - -+ - - - - - - - - - - +
ATCC TF - - - - - B - = = - - - +

*Controle positivo (placa sem AgNp)
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Tabela 13 - Crescimento de diferentes amostras de Staphylococcus aureus isolados de rebanhos leiteiros
de MG em agar BHI com AgNp de 100 nm com PVP em concentragdes variando de 1,0 a 7,0 mg/mL na
segunda etapa de testes.

Amostra Concentracdo das nanoparticulas de prata (mg/mL) Cp*
e 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7,0

S. aureus

212 + + + 4 - - - - - - - - -
213 + + + - - - - - - - - - -
215 + + + He = = = = = = = = =
216 + + + +/- - - - - - - - - -
223 S S - -
228 S S - -
267 +* +* + - - - - - - - - - -
268 + o+ o+ - - - e e e e - -
290 e - -
617 A S T - -
618 + + + +/- - = = = = = = = =
619 + + + +/- - - - - - - - - -
151 R e - -
656 A S T - -
ATCC S S - -

*Controle positivo (placa sem AgNP)
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Tabela 14 - Crescimento de diferentes amostras de Staphylococcus aureus isolados de rebanhos leiteiros
de MG em agar BHI com AgNp de 100 nm com PVP variando de 1,5 a 3,5 mg/mL na terceira etapa de
testes.

Amostra de S. Concentracdo das nanoparticulas de prata (mg/mL) CP
aureus 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
212 + +/- - - - +
213 + - . ) ) .
215 + I+ - - - +
216 + + - - - +
223 + - - - - +
228 + - - - - +
267 + = - ; i +
268 + - - - - +
290 + - - - i +
617 + ) . ) ) .
618 + -/+ - - - +
619 + + - - - +
151 + - - - - +
656 + ) . ) ) .
2243 + +/- - - - +
2309 - - - - - +
4099 + +/- - - - +
4498 + - - - - +
5329 + - - - - +
5700 + - - - - +
Cap. 5 + 1 = = = +
Cap. 8 + - - - - +
ATCC + : - : : +

*Controle positivo (placa sem AgNP)
Os resultados para a MIC de AgNp em agar BHI (2,5 mg/mL) foram semelhantes aos observados

por Ayala-Nufiez et al. (2009) em amostras de MRSA. Contudo, sdo superiores aos obtidos por
outros autores que avaliaram AgNp de tamanhos inferiores a 50 nm (Cho et. al., 2005; Dehkordi
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et al., 2011; Sadeghi et al., 2012; Paredes et al., 2014). O tamanho das AgNp é um dos fatores
que explica a diferenca entre esses resultados, mas a metodologia usada nos diferentes trabalhos
também influencia a atividade da AgNp, dificultando a comparagéo entre eles. Cavassin et al.
(2015) ndo detectaram diferengas entre o uso do caldo TBS ou caldo MH, mas observaram que a
adicdo de sangue de carneiro no caldo e no 4gar MH diminui a atividade antimicrobiana da AgNp.
Sabe-se que proteinas adsorvem em Np quando em meio biolégico, tanto in vitro como in vivo,
alterando a atividade dessas particulas (Hadjidemetriou e Kostarelos, 2017; Obst et al., 2017), o
que explicaria uma menor acao inibitéria quando os testes sdo conduzidos na presenca de sangue.

Outro fator de grande importancia na determinacdo da atividade bioldgica de Np sdo as
substancias usadas na confec¢do dessas particulas e suas interacdes com 0 meio em que estdo.
Nesse experimento, foram usadas AgNp estabilizadas ou ndo com o polivinilpirolidina. N&o foi
nosso objetivo comparar o uso das diferentes Np, mas Cavassin et al. (2015) observaram gue as
AgNp com polivil &lcool (PVA) possuem menor atividade antimicrobiana em relagdo a AgNp
com citrato ou quitosana. 1sso pode estar relacionado a maior estabilidade do sistema AgNp com
PVA (um polimero sintético solivel em &gua), culminando em oxidagcdo mais lenta e menor
liberacdo de ions Ag* (Cavassin et al., 2015). A acdo bactericida das AgNp resulta, em parte, da
ligagdo entre os ions de Ag e alguns componentes da membrana bacteriana, que provocam
mudangas estruturais, levando a lise celular (Dehkordi et al., 2011). Desse modo, fatores que
diminuem a liberacdo dos ions poderdo diminuir a atividade antibacteriana das AgNp.

O mecanismo de acdo da Ag ainda ndo € totalmente conhecido e sua acéo é diferente em bactérias
Gram negativas e positivas, pois depende da interacdo da Ag com os lipopolissacarideos da
membrana (culminando na formacdo de poros e alteragdo da permeabilidade e fungdo
metabdlica), a espessura das membranas e outras particularidades, como composicao lipidica e
carga elétrica (Dehkordi et al., 2011; Paredes et al., 2014; Cavassin et al., 2015). A atividade
inibitdria da prata também pode estar relacionada a formagdo de radicais livres (Dehkordi et al.,
2011) ou com interacdes com grupos sulfidrila da parede celular (Paredes et al., 2014).

3.3.2 MIC em Agar gel de MH

O ensaio utilizando o agar MH em cultivo bacteriano com AgNp com PVP demonstrou
crescimento em todas as concentragdes utilizadas, ou seja, até 7 mg/mL (Tabela 15). Isto confirma
0s resultados observados nos testes preliminares, nos quais se observou crescimento de S. aureus
em placas contendo 10 mg/mL de AgNp sem PVP e também os dados obtidos no teste com caldo
MH, no qual concentragbes de até 10 mg/mL ndo foram capazes de inibir o crescimento
microbiano. Na utilizacdo do agar MH houve crescimento de todas as amostras utilizadas em
placas com concentragdes de AgNp de trés vezes superior ao observado em &gar BHI. Isso
corrobora com as observacdes feitas na avaliacdo do tamanho de particulas por DLS e nas imagens
de microscopia, que indicam a formacéao de aglomerados, sugerindo que algum constituinte deste
meio de cultura dificulta a agdo das AgNp sobre os microrganismos.
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Tabela 15 - Crescimento de diferentes amostras de Staphylococcus aureus, isolados de rebanhos leiteiros
de MG, em agar MH com AgNp de 100 nm com PVP em concentrag¢@es variando de 1,0 a 7,0 mg/mL.

Amostra de S. Concentragdo das nanoparticulas de prata (mg/mL) Ccp*
aureus
1,0 3,0 7,0
212 + + + +
213 + + + +
215 + + + +
216 + + + +
223 + + + +
228 + + + +
267 + =+ + +
268 + + + +
290 + + + +
617 + + + +
618 + + + +
619 + + + +
151 + + + +
656 + + + +
2243 + + + +
2309 + + + +
4099 + + + +
4498 + + + +
5329 + + + +
5700 + + + +
Cap. 5 + 4+ + +
Cap. 8 + + + +
ATCC + + + +
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3.4 Testes de toxicidade

O teste utilizando as células MAC - T demonstrou que em altas concentracdes, ou seja, acima de
500 pg/mL, as células comegam a morrer por compresséo, pois a baixa solubilidade das AgNp
utilizadas faz com que as mesmas precipitem e ocorra a compressao das células no fundo da placa
(Fig. 15).

Figura 15 - Placa com células MAC-T 'imbregnadas com AgNp na concentracdo de 500 mcg/mL.

De acordo com a metodologia utilizada, nas concentra¢fes de 250 e 500 pg/mL foram observadas
células vivas pelo microscopio. No entanto, ndo foi possivel fazer a leitura das células tratadas
com AgNp no citdmetro, como foi proposto anteriormente, visto que o grande acimulo de AgNp
no fundo da placa poderia danificar o equipamento (Fig. 16).

Figura 16 - Células MAC - T impregnadas com AgNp na concentracéo de 500 mcg/mL.

Em relagdo as células do controle negativo, apds o preparo de acordo com a metodologia descrita
por Schmid et al. (1999), a leitura no citbmetro do controle detectou a grande maioria das células
vivas. Contudo, ndo foi possivel obter dados seguros em relacao a viabilidade das células MAC-
T apenas pela leitura em microcopio éptico, sendo necessario corar as células com Azul de Tripan
a 0,4% e fazer a contagem (Figura 17, Figura 18 e Figura 19). Isto resultou em uma observagao
subjetiva, sugerindo que a compressdo das AgNp no fundo das placas esteja matando as células
MAC-T por compressao.

De acordo com Strober (1997), o teste de exclusdo de corantes é usado para determinar o0 nimero
de células viaveis presentes em uma suspensdo celular. Ele baseia-se no principio de que as células
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vivas possuem membranas celulares intactas que exclue certos corantes, como o Azul de Tripan,
a Eosina ou o Propidio, enquanto que as células mortas ndo.

No teste utilizando o Azul de Tripan, a suspenséo celular de MAC-T tratadas com AgNp foi
misturada com o corante e, em seguida, examinada visualmente para determinar se as células
ocupam ou excluem o corante.

O uso de cultura celular para deteccdo de toxicicidade devem ser usados para avaliar as fungdes
basais e especializadas da célula. No entanto, o estudo in vivo € essencial para confirmar os dados
obtidos in vitro (Zhang et al., 2016).

Figura 17 - Células MAC — T coradas com Azul de Tripan na concentragdo de 250 mcg/mL.

Figura 18 - Células MAC-T coradas com azul de Tripan na concentragdo de 500 mcg/ mL.
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Figura 19 - Células MAC-T coradas com azul de Tripan na concentragdo de 750 mcg/ mL.

4  Conclusédo

O CLSI sugere o uso do caldo MH como o teste padréo para avaliacdo de MIC utilizando amostras
de S. aureus. Porém, os nossos resultados demonstram que esta técnica talvez ndo seja a mais
adequada para uso com AgNp de 100 nm, independentemente do uso ou ndo do estabilizante PVP.
Nossos achados sugerem que as AgNp nao séo totalmente sollveis no meio e, mesmo com 0 uso
do PVP, ndo houve estabilidade em caldo MH, ap6s a sonicagdo. E possivel que a insolubilidade
das AgNp neste meio dificulte a utilizacdo desta técnica para avaliacdo da atividade
antimicrobiana desse tipo de particula. Os testes em dgar MH também nao parecem ser adequados
para a avaliagdo de AgNp.

Quando foi realizado o MIC em &gar BHI na terceira etapa dos testes, os resultados foram bastante
satisfatorios com o uso das AgNp sem PVP e melhores ainda com AgNp com PVP, em que o
MIC foi de 2,5 mg/mL em todas amostras de S. aureus usadas no teste, sendo de 2,0 mg/mL em
13 amostras avaliadas.

Em relacdo ao teste de toxicidade, a dificuldade de solubilizagdo das AgNp e a sedimentacédo
inviabilizaram os testes propostos, ndo sendo possivel uma confirmacéo dos efeitos toxicos em
células MAC-T.

Pode-se concluir também que é grande a necessidade de padronizagéo dos testes de avaliagdo de
Np, para se obter resultados confidveis e permitir a comparagdo entre diferentes materiais e
estudos.
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Capitulo 2:  Validagdo de metodologia para detecgao de nanoparticulas de prata em
leite por Espectrometria de Emissdo Optica com Fonte de Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP - OES)

1 Introducéo

O Brasil, atualmente, é o quinto maior produtor de leite do mundo. Com uma producao estimada
em 2017 em 34.997.000 toneladas, apresentou crescimento de 1% em relacdo aos 34.650.000 t
toneladas produzidas em 2016, aumento esperado ap6s dois anos de queda na producao (CONAB,
2017). De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), embora o
Brasil esteja atras da Uni&o Europeia, india, Estados Unidos e China, ainda n&o é auto-suficiente
(Brasil, 2016).

O crescimento da producdo vem acompanhado de reducdo do nimero de fazendas e animais
ordenhados e de intensificagdo dos sistemas de producdo. Observa-se menor nimero de vacas
com maior producdo, o que torna o rebanho mais produtivo e mais susceptivel a uma série de
patologias, entre estas, a mastite.

A intensificagdo dos sistemas de producdo gera maior uso de medicamentos, 0 que contraria a
tendéncia mundial de diminui¢cdo do uso de antimicrobianos nos animais, devido aos riscos
inerentes a resisténcia e & contaminac&o dos produtos de origem animal.

Na busca por novos compostos para substitui¢do dos antimicrobianos convencionais, houve maior
uso de produtos em forma de nanoparticulas destinados a producao animal nos Gltimos anos. Entre
estes, destaca-se a Ag em forma de AgNp.

Nos Gltimos anos, diversos produtos usando Ag, seja na forma metélica ou i6nica, administrada
de forma tdpica, como agente bacteriano tém sido langados no mercado e vém ganhando
popularidade diante da propagacdo de bactérias resistentes a antimicrobianos, como é o caso de
S. aureus (Santana, 2012).

Apesar do crescente interesse, ainda ndo existe uma legislacéo a respeito dos limites da Ag em
alimentos. O Food and Drug Administration (FDA) ndo permite o uso da Ag coloidal em animais
de producgdo. A United States Environmental Protection Agency (EPA) propds uma aprovagdo
condicional de AgNp para utilizacdo como antimicrobiano [EPA-HQ-OPP-2009- 0936; FRL-
8806-9], criando assim, o potencial para a futura regulamentacdo e/ou niveis de tolerancia dentro
de géneros alimenticios (Mudalige e Linder, 2013).

Existem varios relatos na literatura do uso da Ag contra infeccbes como a mastite (Dehkordi et
al., 2011). Nos ultimos anos, vem crescendo também o uso em produtos como sanitizantes para
ordenhadeiras, tanques de expansdo ou equipamentos de laticinios (Stanga, 2010) e até como
revestimentos de embalagens para melhorar e aumentar a vida de prateleira do leite pasteurizado
(Fapesp, 2015).

Entre as varias técnicas que podem ser utilizadas para a deteccdo de Ag no leite, destaca-se a

espectrometria de emissdo 6ptica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), que
é amplamente utilizada em analises laboratoriais para deteccdo de varios minerais, por permitir
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analises multielementares simultaneas, ter sensibilidade, alta precisao, rapidez e uma ampla faixa
dindmica linear. Porém, ndo existe uma metodologia utilizando o ICP OES validada para este fim.

O objetivo deste capitulo foi primeiramente determinar a sensibilidade do ICP OES para deteccao
de AgNp. Em seguida, desenvolver uma metodologia de digestdo de amostras de leite para analise
e, principalmente, validar a técnica usando o ICP OES, seguindo as normas estabelecidas pelos
6rgdos reguladores nacionais (BrasiL, 2011a; Brasil, 2011b, INMETRO, 2016; Anvisa, 2017) e
internacionais (ICH, 1996).

2  Material e Métodos

2.1 Determinagdo da sensibilidade do equipamento

Primeiramente, foram feitos varios ensaios avaliando a sensibilidade do equipamento (ICP — OES
Perkin Elmer Optima™ 7000 DV) (PerkinElmer, Inc. 940 Winter Street Waltham, MA 02451
USA) na determinagdo de AgNp em leite.

Coletou-se 1,5 L de leite diretamente de uma vaca na fazenda do Centro Nacional de Gado de
Leite da Embrapa em Coronel Pacheco - MG. O leite foi coletado por ordenha manual apés o uso
do pré-dipping com solucéo de iodo glicerinado e desinfec¢do com alcool 70°. O leite foi colocado
em garrafas de vidro esterilizadas e acondicionadas em caixa isotérmica com gelo reciclavel e
encaminhado diretamente para o Laboratdrio de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite em
Juiz de Fora - MG.

Coletaram-se 4gua de consumo das vacas € uma amostra da dieta (silagem de milho, feno de
tifton, fuba de milho, farelo de soja, soja grdo e mistura mineral) para serem encaminhadas ao
Laboratorio de Anéalise de Alimentos da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG, para
posterior digestdo e andlise para verificacdo de possiveis residuos de prata.

No laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite, coletaram-se duas aliquotas de 40
mL do leite, sendo uma amostra para fazer analise da composicdo e CCS e outra amostra para
CBT. As amostras de leite foram analisadas quanto aos teores de gordura, proteina e contagem
de células somaticas no equipamento eletrénico CombiScope FTIR 400® (Delta Instruments;
Drachten, Holanda) que combina o principio de Transformada de Fourier no infravermelho médio
e citometria de fluxo, respectivamente. As analises para determinacdo da composicdo do leite
foram realizadas segundo IDF (2000) e a contagem de células somaticas segundo IDF (1995).

Uma aliquota de 50 mL do leite oriundo da fazenda foi colocada em tubos Falcon e centrifugado
a 17.300 G a uma temperatura de 4°C por 30 minutos para separagdo do soro, sendo produzido
30 mL de soro de leite.

Para a verificacdo da sensibilidade do equipamento ICP - OES a ser utilizado para analise e
construcdo de uma curva de calibragdo antes do inicio dos testes de validacdo, realizou-se um
pool de seis amostras em duplicata em tubos digestores de 75 mL. Para tal, pesaram-se 30 mg de
AgNp pura Sigma-Aldrich (cat. n° 576832 - Merck KGaA, Darmstadt, Germany) de 100 nm, em
balanga de precisdo Shimadzu Modelo AUW 220 D (Maryland 21046, U.S.A.), que foram
adicionadas em 3 mL de soro de leite. Esta suspensdo foi sonicada em equipamento (Hielscher
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UP 200 S, (Hielscher Ultrasonics GmbH - Oderstr 53 D-14513, Teltow, Alemanha) poténcia 300
W, ciclo de 0,5 e amplitude de 70%) em banho de gelo e, em seguida, foram colocados mais 3
mL de soro de leite e feita nova sonicagdo. Apos a diluicdo da AgNp, a suspensdo foi completada
para 30 mL com leite puro. Em seguida, foi feita a corre¢do para um conjunto de tubos em
duplicata, sendo para cada amostra, usados um tubo com 10 mL e outro com 20 mL da suspenséo.
As amostras compostas por soro e leite fortificadas ficaram com as seguintes concentracdes de
AgNp: 0,995 mg/mL; e apds diluicBes seriadas para 9.950 ppb; 995 ppb; 99,5 ppb; 9,95 ppb,
0,995 ppb e 0,0995 ppb. Os tubos com as dilui¢gdes foram incubados para a estufa a 105°C por 24
horas.

Ap0s a secagem, adicionaram-se 5 mL de HNO; no precipitado de todos os tubos e posteriormente
foram levados para o aquecimento em um bloco digestor até a temperatura de 150° C por 2 horas.
Ap0s a digestdo, nos tubos com 20 mL foram acrescidos 2 mL de HCIO,4 e em seguida, feito novo
aquecimento a 150° C por uma h.

Apobs 0s processos de aquecimento e digestdo, todos os tubos foram reconstituidos com agua
deionizada por osmose reversa, até o volume de 25 mL. A solucdo foi filtrada em papel filtro
qualitativo de 28 um e funil de 50 mm, e armazenadas em frascos Pleion de 40 mL.

Em seguida, fez-se a inje¢do das solugdes no equipamento de ICP OES, com leitura realizada em
dois comprimentos de onda em modo axial (328,068 nm e 338,289 nm).

Para descobrir o intervalo da curva de calibragdo mais adequado, fez-se uma segunda etapa com
diluigBes mais apropriadas a sensibilidade do equipamento, utilizando uma aliquota de 3 mL de
soro de leite com 0,5 mg de AgNp e sonicagdo, como descrito anteriormente. Para homogeneizar
a suspensao por um periodo de 10 min, apds a sonicacdo com o soro, foram acrescidos mais 3 mL
de leite e feita nova sonicagdo por mais 10 min. Terminando a homogeneizacéo, a suspensdo foi
completada para 10 mL (processo descrito anteriormente), resultando em uma concentracédo de
0,0199 mg/mL (19,9 ppm). Logo apos, foram feitas dilui¢des seriadas para as concentracfes de
796 ppb; 31,84 ppb; 15,92 ppb; 2,5472 ppb; 1,2736 ppb e 0,04975 ppb.

Os tubos digestores de 75 mL com 10 mL da suspensdo foram colocados em estufa a 105 °C para
secagem por 24 h. Entéo, o precipitado foi digerido utilizando 5 mL de HNO3 e 2 mL de HCIQOg,
como descrito anteriormente. Em seguida fez-se injegdo das solugdes no equipamento de ICP
OES e a leitura realizada em dois comprimentos de onda em modo axial (328,068 nm e 338,289
nm).

Para confirmacdo dos resultados encontrados na primeira analise, utilizando-se apenas acido
nitrico, foi refeita a injecdo das amostras de 0,398 mg/mL; 39,8 ppb e 3,98 ppb com dez repeticbes
de cada uma, para confirmar o melhor ponto de leitura do equipamento e construcdo da curva de
calibracéo.

2.2  Determinacdo do método de digestéo
Para determinacdo do melhor método de digestéo (extragdo), coletaram-se dois litros de leite da
vaca n° 8145 do estabulo de Gado Puro da Embrapa Gado de Leite em Coronel Pacheco — MG

(CNPGL — Coronel Pacheco — MG). A coleta, armazenamento e transporte foram realizadas
conforme descrito anteriormente. Duas amostras de 40 mL foram coletadas em frascos Pleion e
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encaminhadas ao Laborat6rio de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora
— MG, para analise de CCS, CBT e composicao.

Uma aliquota do leite foi usada para producdo de soro de leite, conforme descrito anteriormente,
produzindo 30 mL de soro de leite.

Para construcdo das amostras, pesaram-se 10 mg de AgNp (Sigma-Aldrich, cat. n® 576832 -
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) de tamanho médio de 100 nm, conforme descrito
anteriormente, e adicionadas em 30 mL de soro de leite em um tubo Falcon de 50 mL. Sonicou-
se a suspensdo por uma hora em equipamento de ultra-som Hielscher UP 200 S (Hielscher
Ultrasonics GmbH - Oderstr 53 D-14513, Teltow, Alemanha), poténcia 300 W, ciclo de 0,7 e
amplitude de 100%, em banho de gelo. Em seguida, a suspensdo de AgNp em soro de leite foi
acondicionada em um baldo de 100 mL e completado o volume com leite, formando uma
suspensdo de 10 mg/100 mL ou 100.000 ppb, corrigida para 99.500 ppb, chamada de solugéo
Stock 01. A suspenséo de 99.500 ppb foi diluida em leite para 4,975 ppb em quatro bal6es de 10
mL e uma amostra apenas de leite (branco) em um baldo de 10 mL, totalizando cinco balGes, dos
quais foram transferidas para tubos digestores de 75 mL.

Em seguida, quatro amostras dos tubos digestores de 75 mL (incluindo o branco) foram
encaminhadas para secagem em estufa a 105°C por 24 h. Um quinto tubo digestor de 75 mL, com
uma amostra de 4,975 ppb, ficou como reserva. Apds a secagem realizaram-se trés tipos de
digestdo (extracdo) da matriz leite:

Tubo 1 — Digestdo com HNO; (5 mL)

Tubo 2 - Digestdo com HNO; (5 mL) + H,0, (1 mL)

Tubo 3 - Digestdo com HNOs (5 mL) + HCI (2 mL)

Branco - Digestdo com HNO3 (5 mL) + H,0, (1 mL)

A digestdo foi realizada em bloco digestor a uma temperatura de 100 °C por 1:30 h. Em seguida,
a temperatura foi aumentada para 130° C por 30 min e depois a 150° C por 1:00 h.

As suspenstes foram digeridas e filtradas em papel filtro qualitativo de 28 um e funil de 50 mm,
e armazenadas em frascos Pleion de 40 mL. Cada amostra filtrada em papel filtro foi dividida em
dois frascos Pleion, sendo gque a segunda amostra de cada frasco foi filtrada novamente em filtro
de 0,22 um com uma seringa de 10 mL, totalizando oito amostras (quatro com apenas uma
filtragem e quatro com duas filtragens).

Para calibracdo do equipamento de ICP OES e realizacdo das leituras, foram preparadas solucGes
padréo, utilizando a “Solugdo Padrdao ICP Prata 1000 mg/L”, diluidas em &gua deionizada por
osmose reversa e acrescidas com 2% de HNOs, formando as suspensdes com 1 ppm; 5 ppm; 10
ppm e um branco para comprovacao da calibracdo do equipamento.

As solucBes digeridas e as solugfes padrdo ICP foram injetadas no equipamento de ICP-OES,
totalizando 12 amostras:

- quatro Solugdes digeridas e filtradas com papel filtro 28 pum;

- quatro digeridas e filtradas com papel filtro 28 um e filtro 0,22 um;

- quatro Solucges padréo ICP (1 ppm; 5 ppm; 10 ppm e um branco) usadas para comprovagéo da
calibracdo do equipamento.

Foi feita a leitura na configuragdo em modo axial (328,068 nm e 338,289 nm).
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Posteriormente, utilizando a solucéo reserva que estava em um bal&o de 10 mL, fez-se a digestdo
desta amostra reserva, utilizando os mesmos padrdes da digestdo anterior com HNO3 + HCIO,,
usando apenas uma filtragem em com papel filtro 28 pm, e na configuracdo 328.068 nm.

Tubo reserva- Digestdo com HNO; (5 mL) + HCIO4 (2 mL)
2.3 Validacao da metodologia de analise de AgNp em leite

2.3.1 Seletividade e especificidade

Para comprovar que o método é confiavel para determinar a presenga do analito na presenca da
matriz (excipiente) sem interferéncia de contaminantes. Coletou-se 1 litro de leite de uma vaca
do estabulo de Gado Puro do Centro Nacional de Gado de Leite da Embrapa em Coronel Pacheco
— MG (CNPGL - Coronel Pacheco — MG). Apo6s o resfriamento e transporte, retirou-se uma
aliquota de 40 mL em um fraco Pleion que foi imediatamente encaminhada ao Laboratorio de
Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG, para analise de CCS, CBT
e composicao.

A amostra do leite coletada foi encaminhada ao Laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado
de Leite em Juiz de Fora - MG e processada. Foram preparados 40 mL de soro de leite seguindo
a mesma metodologia descrita no item 2.1. Em seguida pesaram-se 10 mg de AgNp pura Sigma-
Aldrich (cat. n° 576832- Merck KGaA, Darmstadt, Germany de 100 nm, em balanca de precisdo
Shimadzu Modelo AUW 220 D (Maryland 21046, U.S.A.) e 10 mg de Nanoparticulas de Oxido
de aluminio (AINp) (< 50 nm) Sigma-Aldrich (cat. n° 544833 - Merck KGaA, Darmstadt,
Germany). As duas nanoparticulas foram solubilizadas juntas em 30 mL do soro de leite obtido
por centrifugagdo em um tubo Falcon de 50 mL para preparo de uma suspensdo mae (Stock 1). A
suspensdo com as duas nanoparticulas foi sonicada por uma hora em equipamento (Hielscher UP
200 S (Hielscher Ultrasonics GmbH - Oderstr 53 D-14513, Teltow, Alemanha), poténcia 300 W,
ciclo de 0,5 e amplitude de 70%) em banho de gelo. Apds serem sonicadas, acrescentaram-se 70
mL de leite na suspenséo. Formou-se uma suspensao com a concentracgéo de 99.500 ppb de AgNp
e 99.500 ppb de AINp. Ap6s o preparo da suspensdo mée (Stock 1), retirou-se 0,5 mL com uma
pipeta que foi dispensado em um baldo de 10 mL de leite, fazendo uma solugdo Stock 02 (4.975
ppb). Em seguida, pipetou-se 1 mL da suspensdo Stock 02, que foi dispensado em um baldo de
100 mL, formando uma suspenséo de 49,75 ppb, com seis réplicas de 10 mL em tubos digestores
de 75 mL (Figura 20).

Da mesma forma, prepararam-se cinco amostras apenas de uma suspensao com AgNp que foram
acondicionadas em tubos digestores de 75 mL, seguindo a mesma metodologia citada
anteriormente. Para o branco, amostras apenas de leite (seis amostras de 10 mL) foram preparadas
e acondicionadas em tubos digestores de 75 mL. No total, prepararam-se 17 amostras de 10 mL
(seis com AgNp + AINp; cinco apenas com AgNp e seis com o branco) que foram encaminhadas
para estufa a 105° C por 24 h. Apds a secagem adicionaram-se 5 mL de HNO3; em cada tubo para
fazer uma pré-digestdo durante 12 h.
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COLETA DA AMOSTRA DE LEITE

N
CENTRIFUGAGAO (17.300 G)
N
SORO DE LEITE (40 mL)

N
NP (10 mg)

N
SONICACAO
N
ADEQUAGAO DO VOLUME COM LEITE
N

SUSPENSAO DE NP EM SORO + LEITE (ppb)

Figura 20 - Fluxograma de preparo das amostras de leite da coleta até a suspensdo das NP em soro +
leite.

Apos a pre-digestdo em HNO3, as amostras foram colocadas em bloco digestor a 110° C para a
digestdo por um periodo de 1:30 h; em seguida, a temperatura foi aumentada para 150°C. Ap06s
uma hora a 150°C, adicionou-se 1 mL de HCI e mais aquecimento a 150 ° C por 30 min. Em
seguida, adicionou-se mais 1 mL de HCI e mais aquecimento a 150 ° C por 30 min, totalizando
3:30 h de digestao.

Apo0s o resfriamento, ressuspenderam-se as amostras com agua deionizada por osmose reversa

para completar 10 mL. Fez-se a filtragem em papel filtro qualitativo 28 um em funil de vidro de
50 mm, e acondicionamento em frascos Pleion de 40 mL (Figura 21).
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TUBOS DIGESTORES DE 75 mL COM AMOSTRAS
N
SECAGEM (105°C / 24 h)
€
PRE-DIGESTAO (HNO3 / 12 h)
N2
BLOCO DIGESTOR A 110°C (1:30 h)
J
150°C por 1:00 h
€
ADICAO de 1 mL de HCL
N2
150°C por 30 min
N
ADICAO de 1 mL de HCL
J
150°C por 30 min
N2
RESUSPENSAO COM H:0
N
FILTRAGEM
N
ARMAZENAMENTO

Figura 21 - Fluxograma das amostras de leite da secagem até o armazenamento.

A leitura no ICP-OES foi realizada na configuracao de 1.400 W de poténcia, vazdo do gas auxiliar
de 0,2 I/min e nebulizacdo do plasma de 0,8 L/min, modo Axial e comprimento de onda de
328,068 nm.

Os resultados foram comparados ap6s serem submetidos a analise de variancia, sendo o sinal
emitido pelo equipamento ICP-OES, a variavel analisada, e o teste SNK (Student-Newman-
Keuls) usado para comparacao das médias.

2.3.2 Linearidade

Para construcdo de uma curva linear, utilizou-se o leite coletado no CNPGL — Coronel Pacheco —
MG, seguindo a metodologia citada anteriormente para formacdo de uma solucdo Stock com
AgNp. Utilizou-se a solucdo Stock 01 (99.500 ppb). Pipetou-se 0,5 mL que foi dispensada em um
baldo de 100 mL de leite, fazendo uma solucdo Stock 02 (497,5 ppb). Em seguida, pipetou-se 0,5
mL da solucdo Stock 01 e dispensou em um bal&o de 10 mL, formando a solucdo Stock 03 (4.975

ppb).
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A partir das solucdes Stock 02 e 03, prepararam-se 18 amostras de 10 mL em tubos digestores de
75 mL (triplicata) dos seis pontos para construgdo de uma curva, e fez-se uma amostra em
triplicata com uma solugdo apenas de leite, chamada de Branco.

1° Ponto: 2,49 ppb
2° Ponto: 4,98 ppb
3° Ponto: 9,95 ppb
4° Ponto: 24,88 ppb
5° Ponto: 49,75 ppb
6° Ponto: 99,5 ppb
Branco

Os 21 tubos digestores de 75 mL foram incubados em estufa a 105°C por 24 h. Apds a secagem,
foi feita uma pré-digestdo com HNO3 por 12 h, e digestdo em bloco digestor associado ao HCI e
aquecimento. Apds o processo de digestdo, acondicionamento em frascos Pleion de 40 mL, fez-
se a leitura em equipamento de ICP OES, seguindo a mesma metodologia citada anteriormente.

Para a construcdo da curva de calibracdo, as leituras de intensidade do sinal foram transcritas para

0 programa de estatistica SPSS onde foi feita analise de regressdo linear, de variancia e teste de
homocedasticidade pelo teste de Levene.

2.3.3 Precisao

Para determinar a precisdo do equipamento, fizeram-se duas leituras com intervalo de um dia, em
18 amostras nas concentragdes de 4,98; 49,75 e 99,5 ppb, com leite coletado no CNPGL — Coronel
Pacheco — MG, seguindo a mesma metodologia de digestdo descrita anteriormente. Apoés a leitura
das amostras em equipamento de ICP OES, fez-se um célculo por formula matemaética, em funcao
do desvio padrdo relativo (DPR) (INMETRO, 2016; Anvisa, 2017).

DPR =DP /CMD x 100

2.3.4 Limite de deteccéo

Para o limite de detec¢do, fez-se a andlise de 24 replicatas da matriz branca (somente leite) e 0s
valores obtidos foram utilizados para calcular o LD, seguindo a formula:

LD=3xs

Sendo:
s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca (n > 20).

2.3.5 Limite de quantificacao
O limite de quantificagdo foi obtido em funcdo da formula:
LQ=10xs

Sendo:
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s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca (n > 20).

2.3.6 Acurécia

A leitura para determinagdo da acurécia foi realizada utilizando-se amostras com trés diferentes
concentracBes: 15 amostras de 2,49 ppb; 15 amostras de 49,75 ppb e seis amostras de 99,5 ppb.
Para tal utilizou-se o leite descrito na Tabela 18, seguindo a mesma metodologia de preparo e
digestdo descritos anteriormente. O célculo foi de acordo com a férmula sugerida por Brasil
(2011a); Brasil (2011b).

Frec = Cf—Cnf/ Cad x 100
Sendo:

Cf = concentracdo medida apds fortificacdo da matriz branca;
Cnf = concentragdo medida na matriz branca néo fortificada, i.e., antes da fortificagéo;
Cad = concentracdo do analito puro adicionado a matriz branca.

2.3.7 Robustez

Para avaliacdo da robustez do método, seguindo as orientac6es de Brasil (2011a) e Brasil (2011b),
utilizou-se o leite coletado no CNPGL — Coronel Pacheco — MG para o teste de seletividade e
acuracia. Para tal, seguiram-se 0s mesmos procedimentos descritos anteriormente para preparo de
oito amostras em duplicata na concentracdo de 49,75 ppb, distribuidas em 16 tubos digestores de
75 mL da seguinte forma:

- Primeiro grupo (oito amostras): congelado a -18°C por 24 h;

- Segundo grupo (oito amostras): refrigerado por 24 h a 6°C.

Apo6s 24 h de armazenamento (resfriadas/congeladas), as amostras foram colocadas em estufa
para secar e em seguida, para a digestdo seguindo a metodologia descrita anteriormente para
preparo das amostras para Linearidade, com algumas adaptacGes para determinar a robustez.
Tanto as amostras que foram congeladas, quanto as refrigeradas, foram divididas em grupo com
pré-digestdo em HNO3 de 6 h (quatro amostras) e grupo com pré-digestdo em HNO3 de 12 h
(quatro amostras). Os grupos com diferentes tempos de pré-digestdo foram divididos em um
grupo com volume de 9,5 mL (duas amostras) e outro com 10,5 mL (duas amostras) e em seguida,
foram divididos em funcéo do tempo de digestdo no bloco digestor com 3 h (uma amostra) e 4 h
(uma amostra).

Ap0s a digestdo, as amostras foram filtradas e acondicionadas em frascos Pleion de 40 mL,
seguindo a metodologia descrita anteriormente para a Linearidade.

A avaliacgdo da robustez do método foi feita pelo Planejamento de Youden (2002/657/EC) e o teste
F para confirmacdo da variancia, em que as condicdes de analise propostas pelo método, descritas
anteriormente, foram alteradas para mais (+) ou para menos (-). O resultado das leituras avalia a
intensidade do sinal em func¢do dos diferentes efeitos sobre 0 método, seguindo o padrédo descrito
abaixo:

Efeito A - Tempo de digestdo: 3h (+) /4 h (-)

Efeito B — Tempo de pré-digestdo: 12 h (+) /06 h (-)
Efeito C — Volume da amostra: 9,5 mL (-) / 10,5 mL (+)
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Efeito D — Armazenamento da amostra: Congelado (+) / Resfriado (-)

2.4 Comparacao entre leites com diferentes concentragdes de solidos

Coletaram-se dois litros de leite de uma vaca primipara (animal n° 166) do rebanho do IFMG —
Campus Bambui — MG, seguindo os procedimentos de coleta, transporte e armazenamento
descritos anteriormente. O leite coletado foi dividido em quatro aliquotas de 500 mL e cada uma
das amostras foi alterada para haver uma diferenciacdo entre os valores de gordura (G) e proteina
(P), da seguinte forma:

Amostra A: leite integral (sem alteracGes);

Amostra B: leite desnatado por processo de centrifugacdo em Tubos Falcon de 50 mL em
centrifuga SISLAB Twister (S&o Paulo, SP, Brasil) a 1.800 G por 30 minutos;

Amostra C: leite evaporado por condensacdo em um baldo volumétrico de 50 mL em Evaporador
rotativo TE — 211 Tecnal (Piracicaba, SP, Brasil), por um periodo de 30 min a 55° C e 5 rpm;
Amostra D: leite diluido com 20% de agua deionizada por osmose reversa.

Apos a diferenciacéo de cada aliquota de leite, foi coletada uma amostra de cada, para analise de
CCS, CBT e composi¢do no Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em
Juiz de Fora — MG.

Seguindo a mesma metodologia utilizada anteriormente, fez-se uma suspensao de AgNp e a partir
das solugdes Stock, diluiram-se em bal6es com trés concentracdes (4,98; 49,75 e 99,5 ppb) para
cada uma das quatro amostras, com sete repeti¢6es, formando 84 amostras de 10 mL em tubos
digestores de 75 mL.

4,98 ppb (Amostra A; B; C e D)

49,75 ppb (Amostras A; B; Ce D)

99,5 ppb (Amostras A; B; C e D)

As amostras foram encaminhadas para secar na estufa e para o processo de digestdo e
armazenamento, de acordo com metodologia descrita anteriormente.

A leitura das amostras foi feita em equipamento de ICP — OES e a eficacia do método para
diferentes tipos de leite, avaliada pela intensidade do sinal gerado de acordo com a concentracao
de prata na amostra, calculada pelo Teste t de Student.

2.5 Verificagdo da presenga de Ag em amostras de leite acondicionadas em embalagens
de polietileno com AgNp

Para verificar se havia migracdo de Ag em amostras de leite acondicionadas em embalagens de
polietileno misturadas a AgNp, seis garrafas de leite, em embalagens de polietileno misturada a
AgNp, foram adquiridas em supermercado no estado de Sao Paulo, sendo trés de leite integral e
trés de leite desnatado. Cada garrafa foi fracionada em quatro aliquotas, totalizando 24 amostras,
com cada garrafa de lote e data de validade diferentes.

Uma aliquota de 10 mL de cada uma das 24 amostras foi acondicionada em tubos de digestao de

75 mL e encaminhadas para secar em estufa a 105°C. Ap0s 24 h, acrescentou-se HNOj3 para pré-
digestdo e depois de 12 h digestdo em bloco digestor com aquecimento, foi adicionado HCI. Em
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seguida, filtragem e armazenamento para leitura em equipamento de ICP OES, conforme
metodologia j& descrita anteriormente para o processo de validacao.

As embalagens de polietileno misturadas a AgNp foram picotadas em pequenos pedacos. Pesou-
se 1 g de cada amostra de embalagem (total de seis amostras) que foi acondicionado em tubos
digestores de 75 mL. Em seguida, adicionaram-se 20 mL de H.SO4 para uma pré-digestdo. Apds
as 12 h de pré-digestdo, os tubos foram encaminhados para o bloco digestor e aquecidos a uma
temperatura de 300°C por 45 minutos. Apdés o resfriamento, houve novo aquecimento por cinco
minutos e o acréscimo de 5 mL de H,O; a 30%, e depois de mais cinco minutos de aquecimento
foram adicionados mais 5 mL de H202 a 30%, de acordo com metodologia adaptada de Ernst et
al. (2000).

Para a leitura das amostras, fez-se uma curva de validagdo com cinco pontos, de acordo com o
processo de validacdo, que exige uma linearidade de no minimo cinco pontos, com as
concentracOes de 4,98; 9,95; 49,75; 74,63; 99,5 ppb e 0 branco. A construgdo da curva para leitura
das amostras foi realizada com uma aliquota de leite coletada de uma vaca do estabulo de gado
puro do Centro Nacional de Gado de Leite da Embrapa Gado de leite em Coronel Pacheco — MG.
A andlise da qualidade do leite foi realizada no Laborat6rio de Analise da Qualidade do Leite da
Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora-MG.

As amostras de leite para construgdo da curva utilizada na leitura das amostras coletadas em S&o
Paulo foram digeridas de acordo com metodologia descrita anteriormente para a validacdo
referente ao item linearidade.

3  Resultados e Discussao

3.1 Determinacéo da sensibilidade do equipamento

A composicdo e a qualidade do leite utilizado na determinacdo da precisdo do equipamento
utilizado na determinacdo do equipamento estdo descritas na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultado da analise do leite utilizado na determinacdo da precisdo do equipamento,
realizada no Laboratorio de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora - MG.
Vaca CCS (cél x G P Lac EST ESD CBT (cél x
1.000/mL) (9/100g) (g/100g)  (9/1009) (9/1009) (9/1009) 1.000/mL)

8145 1.433 2,85 3,18 4,74 11,77 8,92 526

A sensibilidade do equipamento de ICP - OES em detectar AgNp em seis amostras de leite
fortificadas com concentracdes de 9.950 ppb; 995 ppb; 99,5 ppb; 9,95 ppb, 0,995 ppb e 0,0995
ppb nos comprimentos de onda (328,068 nm e 338,289 nm) foi muito varidvel e apresentou desvio
padrdo muito alto. A linearidade para validacdo de uma metodologia ndo deve ter um desvio
padrdo superior a 2% (ICH, 1996; Brasil, 2011a; Brasil, 2011b; Anvisa, 2017). Os dados sugerem
gue o valor da intensidade do sinal pode ter variado em funcdo da digestdo das amostras. O uso
apenas do HNO; e do HNO; + HCIO4 ndo digeriu a gordura de maneira satisfatéria, mesmo em
leite relativamente magro, com teor de gordura abaixo de 3%, uma vez que ap0s 0 processo de
filtragem, observou-se muita gordura no papel filtro utilizado. A grande presenca de gordura no
filtro foi determinante para definir que novos métodos de digestdo deveriam ser testados e que
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ndo ficou claro o melhor ponto de sensibilidade do equipamento, sendo que as leituras mais
estaveis ficaram abaixo de 9,95 ppb.

Em relacdo as amostras com volume de 20 mL de suspensao, comprovou-se que um maior volume
de leite dificulta o processo de secagem e, consequentemente, interfere na digestdo das amostras.
Portanto, o volume mais adequado para um processo de secagem e digestdo da amostra é de 10
mL, para cada tubo digestor de 75 mL.

Ap0s novas andlises nas concentracGes de 0,398 mg/mL (398.000 ppb); 39,8 ppb e 3,98 ppb, foi
demostrado que o melhor limite de deteccdo do equipamento ficou entre os valores de 39,8 ppb e
3,98 ppb, e que a melhor leitura era obtida no comprimento de onda de 328,068 nm, confirmando
a recomendacdo de comprimentos de onda e limites estimados de deteccdo sugerida pelo
METHOD 6010 B (1996). Porém, novos testes devem ser feitos com diferentes métodos de
digestéo para melhorar a intensidade e qualidade do sinal.

Para verificacdo da sensibilidade do equipamento utilizado para leitura das amostras, o ICP OES
demonstrou eficacia e precisdo minima até a concentracdo de 0,4975 ppb, ou seja, a mais baixa
utilizada nos testes preliminares.

3.2 Determinacdo do método de digestdo

Para determinacdo do melhor método de digestdo, a amostra de leite utilizada foi analisada no
Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG, e 0s
resultados estdo descritos na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultado da analise do leite utilizado na determinac&o da digestdo do leite realizada no
Laboratdrio de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG.

Vaca CCS (cél x G P Lac EST ESD CBT (cél x
1.000/mL) (9/100g) (9/100g)  (g/1009) (9/1009) (9/1009) 1.000/mL)
8145 79 1,8 3,18 4,79 10,69 8,89 46

Quatro amostras de 4,975 ppm foram extraidas em dois comprimentos de onda (328,068 nm e
338,289 nm) para confirmar o melhor comprimento de onda em diferentes metodologias de
digestao.

De acordo com a Tabela 18, verifica-se que as digestdes realizadas utilizando HNO3z; + HCI
resultaram em sinal muito mais intenso com desvio padrdo menor que 2%, dez vezes mais forte
do que o sinal gerado apenas pela digestdo com HNOs. Em um processo de validagao, um baixo
valor do desvio padrdo é importante, pois mostra que a metodologia gera resultados mais estaveis
e que serdo mais lineares.

Khan et al. (2013) realizaram um estudo com o objetivo de validar um método analitico para a
determinacdo simultanea de cromo (Cr), molibdénio (Mo) e selénio (Se) em férmulas infantis de
leite em po, e comparar variados métodos de secagem e digestdo. Os resultados mostraram que a
digestdo acida Umida e os métodos de micro-ondas fornecem resultados satisfatérios para a
preparacdo de amostra para leitura em ICP OES e ICP MS.
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Nossos achados estdo em conformidade com dados da literatura e demonstram que o uso do HNO3
¢ uma boa opcdo. Na digestdo Umida, a matéria organica é destruida usando-se acidos ou
oxidantes (como H20,, KMn04, KCIO4) (Amaro-Lo6pez et al., 1996). Outros autores recomendam
0 HNO3, que pode ser associado ao H,SO4, HCIO, ou ao H20, (Hoening e Kersabiec, 1996) no
processo de digestdo Umida. Porém, o uso somente de HNOj3 na digestdo Umida é insuficiente
para oxidar completamente amostras com alto teor de proteina ou gordura, como o leite (Kira,
2002). Portanto, em matrizes ricas em gorduras e 6leo, os métodos de digestdo mais eficientes séo
0s que se baseiam numa extracdo acida, na qual os metais sdo extraidos da matriz enquanto a
amostra é deixada em contato com solucdo diluida de HNO3; ou HCI sob ebuli¢do (Skurikhin,
1993).

Da mesma forma, em vérios trabalhos é citado o uso do H,O; no processo de digestdo. Naozuka
et al. (2003) avaliaram CI, Br e | por ICP OES e relataram bons resultados com a utilizacdo de
HNO; e H,0; juntamente com a digestdo por micro-ondas em leite. Os resultados descritos na
Tabela 21 demonstram que o uso do H2O, gera um sinal mais intenso, com 266684,3 cps de
intensidade, resultado maior do que o encontrado na digestdo por HNOz; + HCI (2126113,3), e
com um desvio padrdo muito mais elevado, sendo 6,16% e 1,72% respectivamente. Porém, em
um processo de validacéo, o desvio padrdo médio dos resultados deve ser inferior a 2%.

Em relacdo ao preparo da matriz &cida, os trabalhos citados na literatura demonstram que 0 uso
de bloco digestor ou forno micro-ondas nao interferem nos resultados. Kira (2002) avaliou
diferentes procedimentos de preparo de amostra (digestdo por via seca, digestdo por via Umida
em chapa elétrica e em fomo de micro-ondas) e comparou a digestdo parcial com uso de HCI
diluido, que permitiu a determinagdo de minerais e tracos de elementos (Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P e Zn) em amostras de leite e produtos lacteos. Os resultados obtidos pela técnica de
ICP OES, ap6s os diferentes tratamentos de amostra, foram comparados com os obtidos pela
técnica de AANI (anélise por ativagdo com néutrons), que nao requer dissolu¢do da amostra. A
digestdo parcial com HCI diluido para amostras de leite e produtos lacteos mostrou-se adequada
para a determinacdo de Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn com boa exatidao e repetibilidade.

Os trabalhos mais recentes sdo feitos em equipamentos mais modernos, como o ICP - MS, porém,
0s métodos de extracdo sao 0s mesmos utilizados em ICP OES. Fabricius et al. (2014) realizaram
um estudo com o objetivo de investigar qual o melhor procedimento de preparacdo de amostras
para ICP MS, utilizando suspensdes de nanoparticulas mais comumente utilizadas (Ag, TiO,
CeOy, Zn0O, Au). Foram testados os métodos de micro-ondas, acidificagdo da amostra e injecao
direta no equipamento. Especificamente para AgNp, utilizou-se a acidificacdo com HNO; (1,4
mL ~ 65%). Em relacdo a Ag, as amostras acidificadas foram estatisticamente iguais as digeridas
em micro-ondas, demonstrando ser melhor que a injegéo direta.
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Tabela 18 - Leitura da intensidade do sinal (cps) em dois tipos de comprimentos de onda em digestéo

Umida com HNO3, HNO3 + H202; HNO3 + HCI na concentragdo 4,975 ppm.

Amostra Comprimento Intensidade (cps) RSD
Black 1

328.068 8838,9 8,23

338.289 1134,2 24,76
Padrdo 1

328.068 411483,3 2,05
1 ppm 338.289 244566,8 0,32
Padréo 2

328.068 813930,4 2,49
5 ppm 338.289 489193,3 0,06
Padrdo 3

328.068 2664648,3 1,04
10 ppm 338.289 1589057,3 0,19
Branco 1

328.068 -6793,8 0,62

338.289 -149,9 0,27
Amostra 1

328.068 266025,8 9,95
HNO3 338.289 140851,8 5,45
Amostra 2

328.068 266684,3 6,16
HNOs + H.0; 338.289 157463,7 2,98
Amostra 3

328.068 2126113,3 1,72
HNOs + HCL 338.289 1205015,6 1,28
Branco 2

328.068 -8203,9 0,27
Filtrado 338.289 -16,2 0,05
Amostra 4

328.068 74624,5 4,98
HNO; Filtrado 338.289 15942,3 18,04
Amostra 5

328.068 81066,5 2,41
HNOs + H20; Filtrado 338.289 4835,4 1,99
Amostra 6

328.068 2019976,5 1,04
HNO; + HCL Filtrado 338.289 1174775 0,8
Amostra reserva
HNO3z+ HCLO,4 328.068 88899,1 12,33
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Observa-se também nos nossos achados, que a dupla filtragem com filtro de 0,22 pm, ndo
interferiu no resultado.

Outro fato observado refere-se ao comprimento de onda. O melhor resultado de sinal foi
observado no comprimento de onda de 328,068 nm, confirmando a recomendacdo do Standard
Operating Procedure n. 30, que indica este comprimento de onda para a Ag (ICP OES, 2008).

3.3 Validacéo da metodologia de anélise de prata em leite

3.3.1 Seletividade e especificidade

Os resultados da qualidade do leite utilizado para determinacéo da para seletividade, acuracia e
robustez do método e analisado no Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite
em Juiz de Fora — MG estéo descritos na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultado da analise do leite utilizado na determinacgdo da seletividade, linearidade, acuracia
e robustez, realizado no Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora -
MG.
Vaca CCS (cél x G P Lac EST ESD CBT (cél x
1.000/mL) (9/100g) (9/100g) (g/100g)  (g/100g) (9/1009) 1.000/mL)

0215-1 19 3,18 3,03 4,61 11,75 8,57 =

A seletividade e a especificidade do método foram avaliadas pela comparacéo dos sinais gerados
das leituras em concentracdes de 49,75 ppb de AgNp; 49,75 ppb de AgNp + AINp e o branco, de
acordo com a Tabela 20.
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Tabela 20 - Resultado da leitura das amostras de leite fortificadas com 49,75 ppb AgNp; 49,75 ppb
AgNp + AINp e o branco, para avaliacdo da seletividade e especificidade do método de validacdo de
AgNp em leite.

Amostra Ag sinal (cps)

LEITE-SEL-BR-1 274,7
LEITE-SEL-BR-2 302,1
LEITE-SEL-BR-3 124,3
LEITE-SEL-BR-4 117,5
LEITE-SEL-BR-5 6,8
LEITE-SEL-BR-6 18,5
LEITE-SEL-Ag-1 28063,0
LEITE-SEL-Ag-2 27058,1
LEITE-SEL-Ag-3 27018,0
LEITE-SEL-Ag-4 25153,2
LEITE-SEL-Ag-5 28220,0
LEITE-SEL-Ag-AI-1 26347,4
LEITE-SEL-Ag-Al-2 25180,1
LEITE-SEL-Ag-AI-3 28465,1
LEITE-SEL-Ag-Al-4 29115,2
LEITE-SEL-Ag-AI-5 27416,9
LEITE-SEL-Ag-Al-6 27092,6

De acordo com a analise de variancia e o teste SNK, ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05)
entre as amostras fortificadas com 49,75 ppb de AgNp e com 49,75 ppb de AgNp + AINp. Porém,
como era esperado, houve diferenca (p<0,05) das amostras fortificadas em relagdo ao branco
(Tabela 21).

Tabela 21 - Resultado da analise de variancia e do teste SNK comparando a média dos sinais (cps) entre
amostras de leite fortificado com 49,75 ppb de AgNp; 49,75 ppb de AgNp + AINp e branco analisadas em
equipamento de ICP OES.

Tratamentos Meédias (cps)
Branco 140.666667°
Ag 27102.400000?
Ag + Al 27269.500000?

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK no nivel de 95% de
significancia.

Nossos resultados demonstram que o ICP OES pode ser utilizado para analises multielementares
simultaneas, como citado por Dahlquist e Knoll (1978) e Sandroni e Smith (2002). Porém,
algumas amostras podem conter elementos incomuns que poderiam contribuir com interferéncias
espectrais (METHOD 6010B, 1996), o que pode, dependendo do elemento, produzir alteragdes
nos sinais. Nossos achados ndo identificaram outro analito que poderiam alterar a intensidade do
sinal nas diferentes amostras.

110



3.3.2 Linearidade

A linearidade foi calculada em funcdo da leitura da intensidade do sinal de seis diferentes
concentragOes para formar uma curva (Tabela 22).

O resultado encontrado foi uma reta com coeficiente de determinagdo (r?> = 0,9964) (Tabela 23),
mostrando uma linearidade alta do método (Tabela 22). De acordo com a Anvisa (2017), o critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser = 0,99. Porém, Brasil (2011a) e Brasil
(2011b) descrevem que o r> minimo deve ser de 0,995.
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Tabela 22 - Leitura dos sinais (cps) de seis pontos utilizados para construcdo da curva de calibracdo para
o leite realizada em ICP OES.

Tratamento Concentracéo (ppb) Intensidade do sinal (cps)
1 2,49 11.952
2 2,49 15.042
3 2,49 12.882
Média 2,49 13.292
Desvio padréo 2,49 158,5276001
4 4,98 20.268
5 4,98 21.722
6 4,98 26.920
Média 4,98 22.970
Desvio padréo 4,98 349,7199451
7 9,95 44.292
8 9,95 48.681
9 9,95 48.601
Média 9,95 47.191,333
Desvio padréo 9,95 251,1214912
10 24,88 87.041
11 24,88 100.759
12 24,88 96.120
Média 24,88 94.640
Desvio padréo 24,88 697,7727495
13 49,75 210.227
14 49,75 220.271,500
15 49,75 230.316
Média 49,75 220.271,330
Desvio padréo 49,75 1.004,450
16 99,5 438.379
17 99,5 461.871
18 99,5 453.125
Média 99,5 451.125
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Desvio padréo 99,5 1.187,3016297

Desvio padrdo médio dos seis pontos: 608,1489026

Tabela 23 - Resultado da andlise de regressdo para Linearidade de amostras de leite fortificadas com
diferentes concentracdes de AgNp.

Regression Statistics

Multiple R 0,998216394
R Square 0,99643597
Adjusted R Square 0,996213218
Standard Error 9804753,59
Observations 18
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Figura 22 - Resultado da regressdo com uma reta de seis pontos para determinagéo da Linearidade nas
amostras de leite fortificadas com AgNp nas concentragdes de 2,49; 4,98; 9,95; 24,88; 49,75 e 99,5 ppb,
analisadas em equipamento de ICP OES.

Em relacdo aos residuos de AgNpo resultado da reta de regressao linear (Tabela 22) demonstra
uma distribuicdo normal dos dados. Apds a determinacao da normalidade dos dados, foi verificada
a homocedasticidade de cada nivel de concentracdo pelo teste de Levene (Tabela 24) (Almeida et
al., 2008; Brasil, 2011b). Outras formas de avaliar a homocedasticidade das variancias de cada
nivel de concentracdo consistem em confeccionar um grafico de dispersdo de residuos em torno
da reta de concentracdo ou confeccionar outro grafico com o desvio-padrdo das respostas
replicadas em cada nivel de concentracdo em funcdo da concentracdo dos padrdes de calibragdo
(Brasil, 2011b).
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Tabela 24 - Teste de Levene para verificacdo da normalidade dos dados de amostras de leite fortificadas
com AgNp nas concentracOes de 2,49; 4,98; 9,95; 24,88; 49,75 e 99,5 ppb.

Test of Homogeneity of Variances

Intensidade

Levene Statistic dfl df2 Sig.
1,909 5 12 ,167

Outro dado observado, refere-se a linearidade dos dados. Mesmo com alguma diferenca entre o
valor dos sinais em um mesmo ponto, os dados mostram que o desvio padrdo foi baixo e que
alguma leitura fora do padrdo ndo alterou a linearidade do método, em nenhuma das seis
concentracOes (Figura 23).
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Figura 23 - Gréfico da Linearidade em fun¢do do sinal gerado pela leitura em equipamento de ICP OES
em amostras de leite fortificadas com AgNp nas concentracdes de 2,49; 4,98; 9,95; 24,88; 49,75 € 99,5

ppb.

3.3.3 Precisado

De acordo com o Guia de Validacéo e Controle de Qualidade Analitica: Farmacos em Produtos
para Alimentacdo e Medicamentos Veterinarios (BrasiL, 2011a) e o Manual de Garantia da
Qualidade Analitica (Brasil, 2011b), o método é considerado preciso se houver um coeficiente de
variacdo de até 30%, utilizando a formula do Desvio Padrdo Relativo (DPR). Os calculos
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demonstram valores de 4,09; 3,18 e 3,53% para o primeiro dia e de 6,50; 5,80 e 4,67% para 0
segundo dia, nas concentracdes de 4,98; 49,75 e 99,5 ppb, respectivamente (Tabela 25 e Tabela
26), demonstrando que o método utilizado é preciso com resultados até dez vezes abaixo do
estabelecido pela legislagéo.

Tabela 25 - Leitura das concentragdes de 4,98; 49,75 e 99,5 ppb para determinacéo da precisdo, em
amostras de leite no primeiro dia de analise.

Tratamento Concentracao (ppb) Intensidade do sinal (cps)
1 4,98 2.804,2
2 4,98 2.563,8
3 4,98 2.852,0
4 4,98 2.659,4
5 4,98 2.759,3
6 4,98 2.584,6
7 4,98 2.652,4
MEDIA 4,98 2.696,529
DP 4,98 110,4351
DPR 4,98 4,0954
1 49,75 28.791,7
2 49,75 27.594,7
3 49,75 28.131,6
4 49,75 28.238,7
5 49,75 28.148,5
6 49,75 27.200,6
7 49,75 26.190,2
MEDIA 49,75 27.756,57
DP 49,75 855,0848
DPR 49,75 3,1887
1 99,5 56.262,7
2 99,5 55.458,2
3 99,5 56.484,8
4 99,5 57.505,0
5 99,5 56.843,0
6 99,5 55.785,2
7 99,5 56.540,9
MEDIA 99,5 56.411,4
DP 99,5 1.957,619
DPR 99,5 3,5328
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Tabela 26 - Leitura das concentracdes de 4,98; 49,75 e 99,5 ppb para determinacéo da precisdo, em
amostras de leite no segundo dia de analise.

Tratamento Concentracao (ppb) Intensidade do sinal (cps)

1 4,98 2.534,694
2 4,98 2.444,897
3 4,98 2.712,986
4 4,98 2.314,835
5 4,98 2.551,058
6 4,98 2.471,048
7 4,98 .2805,862
MEDIA 4,98 2.547,911
DP 4,98 165,7393
DPR 4,98 6,5049

1 49,75 25.160,26
2 49,75 26.038,29
3 49,75 22.337,27
4 49,75 23.841,08
5 49,75 24.657,21
6 49,75 26.699,46
7 49,75 24.422,79
MEDIA 49,75 24.736,62
DP 49,75 1.437,024
DPR 49,75 5,8092

1 99,5 51.078,94
2 99,5 54.043,98
3 99,5 55.189,67
4 99,5 56.246,88
5 99,5 49.885,31
6 99,5 56.225,1
7 99,5 55.126,47
MEDIA 99,5 53.970,91
DP 99,5 2.521,344
DPR 99,5 4,6716

3.3.4 Limite de deteccéo

Limite de deteccdo é a menor concentracdo do analito que se consegue detectar, sem quantificar.
De acordo com a formula descrita na literatura (Brasil, 2011b), o limite de deteccdo foi de
0,089769 ppb, conforme célculo descrito abaixo:

LD=3xS

LD =3 x 0,029923
LD = 0,089769 ppb

3.3.5 Limite de quantificacao

Limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito na amostra que pode ser
quantitativamente determinada com precisdo e exatidao aceitaveis (ICH, 2005). O LQ observado
foi de 0,29923 ppb, conforme calculo descrito abaixo.

LQ=10xS
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LQ =10x0,029923
LQ =0,29923 ppb

O LQ encontrado esta muito préximo ao valor encontrado em nossos ensaios preliminares. N0ossos
achados quantificaram com precisdo minima, até a concentracdo de 0,4975 ppb, ou seja, a mais
baixa utilizada nos testes preliminares.

3.3.6 Acuréacia

Os valores calculados para a verificagdo da acuracia foram de 100,5542 % na concentracdo de
2,49 ppb; de 105,3025 % em 49,75 ppb e 92, 4668 % na concentracdo de 99,5 ppb (Tabela 27).
Estes resultados apresentam valores dentro dos parametros estabelecidos pela legislacdo (Brasil,
2011a; Brasil, 2011b), que indicam concentragdes entre 1 pg/Kg < C < 10 pg/Kg e intervalos
entre 70 e 110%. Para concentragdes entre 10 pg/Kg < C < 100 png/Kg, os intervalos situam-se
entre 80 a 110%.

Portanto, nossos achados demonstram que em concentracfes mais baixas, como a de 2,49 ppb, o
equipamento é mais preciso, confirmando nossos resultados demonstrados no item 3.1 e que nos
testes preliminares, o melhor sinal ficou entre as concentracdes de 39,8 ppb e 3,98 ppb.

Tabela 27 - Recuperacéo percentual das concentracdes de AgNp (ppb) em amostras de leite ap6s leitura
em equipamento de ICP OES.

Leitura
Concentragdo das amostras Concentracdo média das
fortificadas (ppb) amostras recuperadas (ppb) Recuperacao (%)
2,49 2,5038 100,5542
49,75 52,388 105,3025
99,50 92,0045 92, 4668

3.3.7 Robustez

A leitura realizada nas 16 amostras para a robustez (Tabela 28) foi avaliada pelo Procedimento
de Youden (Tabela 29), demonstrando que os efeitos produzidos pelas mudancas no método nao
foram efetivos, uma vez que valores seriam significativos apenas acima de 1074,35725 cps
(Tabela 30 e Tabela 31). A Figura 24 demonstra que o maior valor observado foi de 637 (Efeito
C) referente ao volume da amostra (9,5 mL (-) / 10,5 mL (+)). Este fato era esperado, pois uma
maior variacdo de volume, altera consequentemente a concentracdo do analito e o sinal gerado
pelo equipamento de ICP OES. Ressalta-se que uma divisdo de apenas 0,5 mL, ndo foi suficiente
para alterar o método de forma significativa.
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Tabela 28 - Leitura da intensidade do sinal (cps) do leite analisado com diferentes efeitos na metodologia
com variagBes na forma de armazenamento, no tempo de pré-digestdo, no tempo de digestdo e no volume

da amostra.
Amostra Efeito Sinal (cps)
1 Leit-Rob-Ref-9,5 mL-pre6-T3 (+---) 28.201,2125
1 Leit-Rob-Ref-9,5-pre6-T3 (+---) 27.833,87866
2 Leit-Rob-Ref-9,5-pre12-T4 (-+--) 26.991,49818
2 Leit-Rob-Ref-9,5-pre12-T4 (-+--) 28.040,42192
3 Leit-Rob-Ref-10,5-pre6-T3 (+-+-) 27.204,36769
3 Leit-Rob-Ref-10,5-pre6-T3 (+-+-) 26.279,19766
4 Leit-Rob-Ref-10,5-pre12-T4 (-++-) 27.025,23986
4 Leit-Rob-Ref-10,5-pre12-T4 (-++-) 26.251,2369
5 Leit-Rob-Con-9,5-pre6-T4 (---+) 26.143,60892
5 Leit-Rob-Con-9,5-pre6-T4 (---+) 27.946,82606
6 Leit-Rob-Con-9,5-prel2-T3 (++-+) 27.603,35808
6 Leit-Rob-Con-9,5-prel12-T3 (++-+) 26.238,09054
7 Leit-Rob-Con-10,5-pre6-T4 (--++) 27.097,09952
7 Leit-Rob-Con-10,5-pre6-T4 (--++) 26.072,16888
8 Leit-Rob-Con-10,5-pre12-T3 (++++) 28.108,66715
8 Leit-Rob-Con-10,5-prel2-T3 (++++) 25.864,65659

Tabela 29 - Procedimento de Youden para amostras de leite com variagdes na forma de armazenamento,
no tempo de pré-digestdo, no tempo de digestdo &cida e no volume da amostra.

Amostra Efeito
A C D R Variancia GL
1 + + + 26987 2517792 1
2 + - 26921 931978 1
3 + = + - 26742 427970 1
4 + - - - 28018 67467 1
5 - + - 26638 299540 1
6 - - - 27516 550121 1
7 - - + 26585 525241 1
8 - - - 27045 1625796 1

Tabela 30 - Analise dos efeitos gerados pelas variagdes do método em amostras de leite com variagdes na
forma de armazenamento, no tempo de pré-digestao, no tempo de digestdo acida e no volume da amostra.

Valores dos efeitos

t X erro (critério)

Efeito A
Efeito B
Efeito C
Efeito D

221
82
637
344

1074,35725
1074,35725
1074,35725
1074,35725
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Os diferentes efeitos como alteragdes na forma de armazenamento, no volume das amostras, nos
tempos de pré-digestdo e de digestdo no bloco digestor ndo alteraram a eficiéncia da leitura da
intensidade do sinal das amostras de leite. O desvio padréo da precisdo intermédiaria (DPi) foi de
1935,45 cps, e o valor do teste F demonstraou que o F calculado (0,04) foi menor que o F tabelado
(3,179117053 cps). Portanto, 0 método pode ser considerado Robusto, pois henhuma leitura foi
superior ao nivel de variagdo, que é de 1074,35725 cps.
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Figura 24 - Respostas da Leitura do ICPOES ao efeito de diferentes metodologias.

3.4 Comparagdo entre leites com diferentes concentragdes de solidos

Para avaliacdo da diferenca entre amostras de leite com diferentes concentragdes de solidos, as
andlises foram realizadas no Laboratdrio de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em
Juiz de Fora — MG e os resultados estdo descritos na Tabela 31.

Tabela 31 - Resultado da analise para comparacao entre leites com diferentes concentragdes de s6lidos
realizada no Laborat6rio de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora - MG.

Amostra CCS G P Lac EST ESD
(cel x1.000/mL)  (9/100g) (g/100g) (g/100 g)) (/100 g) (9/100 g)

A 15 2,76 3,54 4,66 11,89 9,13

B 57 0,20 3,11 3,93 8,05 7,85

C 15 3,61 6,03 7,67 18,89 15,28

D 6 1,73 2,67 3,52 8,63 6,90

Comparando as amostras dos quatro diferentes tipos de leite, nas trés concentragdes de AgNp
avaliadas, apenas nas concentracGes de 4,98 ppb e 49,75 ppb de AgNp ndo foi identificada
diferenca estatistica entre os tratamentos (p>0,05). Por sua vez, na concentracdo de 99,5 ppb de
AgNp, a amostra de leite desnatado demonstrou intensidade de sinal mais elevado que os demais
tratamentos (p<0,05). Nossos achados sugerem que durante o processo de digestdo acida, o H
livre proveniente do acido forte ataca tanto as ligagdes de carbono dos componentes organicos da
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amostra, quanto outras ligacbes quimicas mais estaveis de outros componentes minerais. Como
consequéncia, a matéria organica é degradada e muitos dos compostos organicos sdo ionizados,
como é o caso da Ag. No caso do tratamento D, na concentragdo de 99,5 ppb, possivelmente pela
menor quantidade de matéria organica, a Ag contida nas AgNp foi melhor ionizada do que nos
demais tratamentos, promovendo assim, uma maior intensidade de sinal durante a realizacdo da
leitura. 1sso se explica porque na espectrometria de emissdo atdmica, a presencga do analito na
forma de &tomos ou ions é um fator preponderante na emissao de radiacdes com comprimento de
onda nas regides do UV-Vis, ou seja, interfere diretamente no sinal de leitura do ICP-OES.

De acordo com os resultados obtidos, a metodologia proposta neste trabalho, mostrou-se eficiente
e reprodutivel para analisar diferentes matrizes de leite contendo Ag nas concentracdes que
variam de 4,98 a 49,75 ppb. A diferenca superior a 5% de significancia encontrada em 99,5 ppb
ndo afeta a eficacia do método. O padrao legal estipulado pela Resolugdo RDC n° 17 de 17 de
marco de 2008 é 0,05 mg/kg (Anvisa, 2008), ou seja 50 ppb.

3.5 Verificagdo da presenga de Ag em amostras de leite acondicionadas em embalagens
de polietileno acrescentados de AgNp

O leite utilizado para constru¢do de uma curva de leitura do leite foi coletado em S&o Paulo e
analisado no Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora —
MG. Os resultados estdo expressos na Tabela 32.

Para a leitura das amostras de leite obtidas de embalagens de polietileno com AgNp
comercializadas em supermercados do estado de Sao Paulo, fez-se primeiramente uma curva com
cinco pontos das amostras de leite fortificadas com AgNp. Com o resultado da curva (r? = 0,9999)
(Figura 25), fez-se o alinhamento do equipamento de ICP OES para leitura das amostras
comerciais.

Tabela 32 - Resultado da analise do leite utilizado na construgdo da curva para leitura das amostras de
leite coletadas em S&o Paulo, realizada no Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite,
em Juiz de Fora - MG.
Vaca CCsS (cél G P Lac EST ESD CBT (cél
x1.000/mL)  (g/100g) (g/100g)  (g/100g) (9/1009) (9/1009) x1.000/mL)

0142 57 1,01 3,03 4,87 9,84 8,83 o=
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Figura 25 - Curva utilizada para leitura do leite envasado em garrafas de polietileno acrescentadas com
AgNp, comercializado no estado de S&o Paulo.

Apo0s as analises das amostras de leite coletadas em supermercados do Estado de Séo Paulo,
verificou-se presenca de Ag no leite e nas embalagens, conforme Tabela 33, Tabela 34 e Tabela
35.

Tabela 33 - Deteccdo de Ag (ppb) analisadas por ICP OES em amostras de leite integral embalado em
garrafas de polietileno com AgNp comercializadas no Estado de Sdo Paulo.

Amostra Resultado (ppb)
1A 2,147
1B 3,796
1C 1,585
1D 3,150
2A 0,934
2B 5,130
2C 1,973
2D 1,689
3A 1,149
3B 1,035
3C 1,397
3D 2,004

Leite 1: Lote: 201612 / Validade: 27/09/16
Leite 2: Lote: 201615 / Validade: 30/09/16
Leite 3: Lote: 201616 / VValidade: 01/10/16
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Tabela 34 - Resultados da concentracdo de AgNp encontrada em analise por ICP OES em amostras de
leite desnatado embalado em garrafas de polietileno com AgNp comercializadas no Estado de S&o Paulo.

Amostra Resultado (ppb)
1A 0,566
1B 1, 096
1C 3,780
1D 1,597
2A 1,449
2B 0,566
2C 1,780
2D 0,916
3A 2,555
3B 1,267
3C 0,702
3D 0,688

Todas as amostras: Lote: 201615 / Validade: 30/09/16.

Tabela 35 - Resultados da concentragdo de AgNp encontrada em andlise por ICP OES em garrafas de
polietileno com AgNp comercializadas no Estado de S&o Paulo.

Amostra Resultado (ppb)
Desnatadol 27,75 x10 =277,5
Desnatado 2 2751 x10=275,1
Desnatado 3 36,62 x 10 = 366,2
Integral 1 35,46 x 10 = 354,6
Integral 2 12,40 x 10 =124
Integral 3 32,81 x 10 = 328,1

Apos a leitura das amostras no ICP OES, verificou-se que a maior concentracdo de Ag no leite
embalado em garrafas de polietileno com AgNp foi de 5,13 ppb nas amostras de leite integral.
Porém, os valores encontrados estdo dentro dos parametros legais estipulados pela Resolugdo
RDC n° 17, de 17 de margo de 2008, que é 0,05 mg/kg (Anvisa, 2008). Transformando de ppb
para mg/Kg, o maior resultado foi de 0,00513 mg/Kg, ou seja, dez vezes menor que a exigéncia
legal. Porém, a maioria das amostras, tanto do leite integral, quanto do leite desnatado ficaram
entre 1 e 2 ppb.

Este resultado demonstra que o uso das embalagens de polietileno com AgNp sdo seguras e
garantem maior qualidade ao produto armazenado, conservando os parametros fisico-quimicos,
microbiolégicos e o shelf-life.

Alguns estudos foram realizados em diversos paises e 0s dados séo contraditdrios. Von Goetz et
al. (2013), Cushen et al. (2014) e Ntim et al. (2015) relataram a presenca de migracdo de AgNp
das embalagens para os alimentos. Outros autores (Bott et al., 2014; Jokar e Abdul Rahman, 2014;
Artiga et al., 2015), no entanto, ndo detectaram vestigios de migracdo das AgNp das embalagens
para o leite.

Ntim et al. (2015) demonstraram que concentragcdes muito pequenas de prata migram sob a forma
de prata idnica (Ag*). No entanto, Becaro et al. (2015) avaliaram o uso de filmes plasticos com
AgNp em embalagens de vegetais e ndo observaram migracéo para o alimento. Da mesma forma,
Lietal. (2017) ndo observaram migracao de prata em embalagens revestidas com AgNp em arroz,
sendo que a embalagem com AgNp melhorou a qualidade microbiolégica e fisico-quimica do
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alimento. Portanto, os resultados de varios estudos com AgNp nédo sdo conclusivos. Quase todos
os estudos sdo congruentes e descrevem que a migracdo é mais alta em meio acido, mas 0s
achados sdo bastante contraditdrios (Stormer et al., 2017).

Em relacdo as embalagens de polietileno com AgNp, uma amostra de leite desnatado apresentou
concentracdo acima de 360 ppb, resultado 100 vezes maior que o encontrado no leite. Contudo,
altas concentracdes de prata na mistura de polimeros com as AgNp sdo esperadas. Os resultados
sugerem que nao houve migragdo significativa das embalagens para o leite, confirmando os
achados de Bott et al. (2014), Jokar e Abdul Rahman (2014) e Artiga et al. (2015), que ndo
detectaram vestigios de migracéo das AgNp para os alimentos.

Provavelmente, a Ag detectada no leite ndo € especificamente resultado da migracéo de prata das
garrafas de polietileno para o leite e sim devido a passagem do leite pelas AgNp e ao contato com
a superficie.

4  Conclusao

O equipamento de ICP OES ¢é preciso e eficiente na deteccdo e leitura de AgNp em leite,
principalmente em concentragdes entre 3,98 e 39,8 ppb.

Em relacdo ao método de digestdo, o uso do HNO3 na pré-digestdo, associado ao HCI durante o
aquecimento, gera 6timo sinal, com um desvio padrdo menor do que 2%.

A melhor configuracdo do equipamento para leitura de AgNp em leite é a de 328.068 nm,
confirmando a recomendagao do fabricante.

Quanto ao processo de validacdo, 0 método se mostrou bastante seletivo, pois ndo houve diferenca
entre as amostras com AgNp e AgNp + AINp. Em relacdo a linearidade e a preciséo, os valores
estdo dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo. Os valores de LD (0,089769 ppb) e LQ
(0,29923 ppb) demonstram que os calculos tedricos se aproximam dos valores observados durante
os testes de determinacdo da sensibilidade de 0,4975 ppb, confirmados pela leitura das amostras
de leite coletadas no Estado de S&o Paulo, sendo o menor valor de 0,566 ppb.

Para a acuracia, o0 método obteve boa recuperagdo, demonstrando que em concentracdes mais
baixas como a de 2,49 ppb o equipamento é mais preciso. O método pode ser considerado robusto
dentro das condicdes avaliadas pelo método de Youden.

Avaliando fatores referentes a grandes alteraces nos niveis de solidos do leite, basicamente
gordura e proteina, 0 método demonstra que amostras de leite com menores teores de sélidos
geram um sinal mais intenso em concentra¢es de 99,5 ppb, confirmando que o método é mais
eficaz e linear para o leite em concentragdes entre 4,98 e 49,75 ppb.

Quanto a determinacdo de AgNp em embalagens de polietileno, o leite analisado ndo demonstrou
presenca significativa de prata, sugerindo ndo haver migrag&o significativa de Ag da embalagem
de polietileno com AgNp para o leite.

Portanto, 0 método de digestdo proposto e as analises em equipamento de ICP OES constituem
6tima opgdo para determinacdo de AgNp em amostras de leite.
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Capitulo 3:  Validagdo de metodologia para analise de prata em musculo, rim e figado
bovino por Espectrometria de Emissdo Optica com Fonte de Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP OES)

1 Introducéo

Nos ultimos anos, o Brasil vem se consolidando como um dos maiores produtores de alimentos
do mundo. As condicbes climaticas, a producdo de grdos e a grande extensao territorial fizeram
do pais, a partir de 2008, o maior exportador de carnes do mundo (Brasil, 2016).

As excelentes condigdes de producdo favorecem o pais e o tornam altamente competitivo,
conseguindo produzir com baixo custo e boa qualidade. Porém, o Brasil enfrenta varias barreiras
sanitarias devido aos questionamentos em relacdo as medidas sanitarias adotadas na cadeia
produtiva. Entre estas, destaca-se a presenca de residuos de medicamentos nos produtos “in
natura” e processados.

E muito pertinente a preocupacéo em relacio a presenca de residuos nos alimentos, pois o uso de
substancias quimicas como os antimicrobianos no processo produtivo, principalmente em animais
confinados, vem crescendo e hd uma pressdo mundial para diminui¢do do uso de medicamentos
em animais de produgdo.

Devido a estes fatores, 0 uso dos antimicrobianos tradicionais esta sendo muito questionado, e
novas tecnologias sdo necessarias para producdo de acordo com as normas estabelecidas pelo
mercado mundial. Neste sentido, hd um avanco e crescimento dos compostos nanoparticulados
como AgNp. Estes novos produtos serdo utilizados em animais de producdo em um futuro
préximo, acarretando novos riscos em relacdo a presenga de residuos na carne ou em Seus
derivados.

Alguns trabalhos sugerem que o uso de Np diminui o risco da presenca de residuos, pois sao de
melhor absorcdo e metabolizagédo, possuem menor degradagdo, séo rapidamente capturados por
células do sistema mononuclear fagocitario e podem ser administradas por varias vias, com
aumento da seletividade pelo local de agéo (Vilaet al., 2002). Porém, ndo ha dados confirmatdrios
sobre a menor possibilidade da presenca de residuos em animais tratados com o uso das Np.

Estudos demonstram que h& um risco de acimulo de Np em animais tratados. De forma geral, as
AgNp podem ser absorvidas pelos animais e se acumular em alguns 6rgdos como figado e rim
(Gaillet e Rouanet, 2015) ou na musculatura (Park et al., 2011), podendo inclusive serem
excretadas nas fezes e urina (Nefzger et al., 1984), levando a poluicdo e ao acimulo destes
materiais no meio ambiente.

Portanto, tornam-se necessarios o desenvolvimento e validagdo de técnicas analiticas para
deteccdo de residuos destes novos compostos em alimentos como produtos carneos e derivados.
A espectrometria de emissao Optica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) é
uma alternativa eficiente para deteccdo de metais em diversas matrizes biolégicas (Dahlquist e
Knoll, 1978; Sandroni e Smith, 2002).

O objetivo deste capitulo é determinar e validar uma metodologia para detec¢do de Ag em tecidos
de bovinos (musculo, rim e figado) usando o ICP OES, seguindo as normas estabelecidas pelos
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6rgdos reguladores nacionais (Brasil, 2011a; Brasil, 2011b; INMETRO, 2016; Anvisa, 2003) e
internacionais (ICH, 1996).

2  Material e Métodos

Foram adquiridos diretamente de um frigorifico sob inspecdo municipal na cidade de Bambui —
MG, 2 kg de contra-filé (Longissimus dorsi), um figado inteiro e dois pares de rins, sendo todos
de duas novilhas selecionadas e indicadas pelo criador, criadas em confinamento e isentas de
qualguer uso de antimicrobianos ou outras substancias nos 60 dias pré abate. Apds a coleta, as
pecas foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel e transportadas até o
Laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG. No laboratério,
cada peca foi limpa com a retirada de todo tecido adiposo e processada em equipamento Tecnal
TE — 102 99Turratec (Piracicaba, SP, Brasil), com uma rotacdo de 14.000 g, dentro de um tubo
Falcon de 50 mL. O material processado foi acondicionado em um Bécker de 1000 mL e mantido
sob refrigeracdo durante o preparo das amostras. Apos homogeneizacdo, uma aliquota de 100 g
de cada uma das matrizes, foi coletada em duplicata e encaminhada para o Laboratorio de Analise
de Alimentos da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG para analise de composi¢do
(teores de gordura e proteina).

2.1  Seletividade e especificidade

Apobs a amostra ser moida, pesaram-se 10 mg de AgNp pura Sigma-Aldrich (cat. n°® 576832)
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) de 100 nm, em balanca de precisdo Shimadzu Modelo
AUW 220 D (Maryland 21046, U.S.A.) que foi dispensada em um tubo Falcon de 50 mL com 30
mL de &gua deionizada por osmose reversa e sonicada por uma hora em equipamento (Hielscher
UP 200 S (Hielscher Ultrasonics GmbH - Oderstr 53 D-14513, Teltow, Alemanha), poténcia 300
W, ciclo de 0,5 e amplitude de 70%) em banho de gelo. Apds serem sonicadas, o tubo Falcon com
as AgNp foi vertido em um baldo de 100 mL. Acrescentaram-se 70 mL de agua deionizada por
osmose reversa, formando uma suspensao Stock de 100.000 ppb, corrigida para 99.500 ppb. Em
seguida, pipetou-se 0,5 mL da suspenséo Stock 1 de 99.500 ppb e dispersou-se um segundo bal&o
de 100 mL com &gua deionizada por osmose reversa, formando uma suspensdo Stock 2 de 497,5
ppb de AgNp.

Para a avaliacdo da seletividade, fez-se outra suspensdo de 10 mg de AgNp com 10 mg de
nanoparticulas de 6xido de aluminio (AINp) (< 50 nm) Sigma-Aldrich (cat. n° 544833) (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany), seguindo 0os mesmos procedimentos anteriores para a obtencao de
uma suspensdo Stock de 497,5 ppb de AgNp + AINp.

Para preparo das amostras com Ag e Al, pipetou-se 1 mL da suspensdo Stock de 497,5 ppb Ag +
Al e dispensou-se em um tubo digestor de 75 mL, juntamente com 9 g de amostra da matriz, com
seis repeticdes. Uma amostra com a concentracdo de Ag + Al de 49,75 ppb foi preparada e
homogenizada com uso de um bastéo de vidro.

Para o preparo das amostras apenas com Ag, pipetou-se 1 mL da suspensdo Stock de 497,5 ppb

apenas com Ag e dispensou-se da mesma forma em seis tubos digestores de 75 mL com 9 g de
amostra. Homogeneizou-se com um bastéo de vidro e foi obtida uma amostra com 49,75 ppb de
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Ag. Para o branco, pesaram-se 10 gramas de amostra em seis tubos digestores de 75 mL. No total,
prepararam-se 18 amostras de 10 g, sendo seis com AgNp + AINp; seis apenas com AgNp e seis
com o branco.

Em seguida, as amostras foram encaminhadas para a estufa a 105° C por 24 h, e apés a secagem,
foram adicionados 5 mL de HNOs em cada tubo para fazer uma pré-digestdo por 12 h.

Apos a pre-digestdo, as amostras foram encaminhadas para o bloco digestor a uma temperatura
de 90° C por um periodo de 45 min, e aumentada para 110°C por um periodo de mais 45 min. Em
seguida, a temperatura foi elevada até atingir 150°C por mais 30 min. Adicionou-se 1 mL de HCI
e foi feito mais aquecimento a 150 ° C por 30 min. Em seguida, colocou-se mais 1 mL de HCl e
foi feito mais aquecimento a 150 ° C por 30 min, totalizando 3:30 h de digest&o.

Retiraram-se as amostras do bloco digestor e, apds o resfriamento, ressuspendeu-se com agua
deionizada por osmose reversa para completar 10 g. Fez-se a filtragem em papel filtro Qualitativo
28 um em funil de vidro de 50 mm. Os frascos Pleion de 40 mL foram entdo armazenados.

Encaminharam-se as amostras para leitura no ICP — OES Optima™ 8300, (PerkinElmer, Inc. 940
Winter Street Waltham, MA 02451, USA) na configuracao de 1.400 W de poténcia, vazao do gas
auxiliar de 0,2 I/min e nebulizacéo do plasma de 0,8 L/min, modo Axial e comprimento de onda
de 328,068 nm.

Os resultados foram comparados apds serem submetidos a analise de variancia. O teste SNK
(Student-Newman-Keuls) foi utilizado para comparacdo das médias pelo programa estatistico
Sisvar 5.6, de acordo com Ferreira (2011).

2.2 Linearidade

Para determinagdo da linearidade foram usadas as mesmas amostras descritas anteriormente.
Utilizou-se a suspensdo Stock de 99.500 ppb de AgNp, da qual retirou-se 0,5 mL que foi
dispensado em um baldo de 100 mL de &gua deionizada por osmose reversa, fazendo uma
suspensdo Stock 02 (497,5 ppb).

A partir da suspensdo Stock 02, prepararam-se seis amostras de cada um dos sete pontos da
construgdo da curva, e trés amostras com o branco:

- 1° Ponto: 2,49 ppb — 0,05 mL suspenséo Stock 497,5 ppb em 9,95 g de amostra

- 2° Ponto: 4,98 ppb — 0,1 mL suspensdo Stock 497,5 ppb em 9,9 g de amostra

- 3° Ponto: 9,95 ppb — 0,2 mL suspensao Stock 497,5 ppb em 9,8 g de amostra

- 4° Ponto: 24,88 ppb — 0,5 mL suspenséo Stock 497,5 ppb em 9,5 g de amostra

- 5° Ponto: 49,75 ppb — 1,0 mL suspensdo Stock 497,5 ppb em 9,0 g de amostra

- 6° Ponto: 74,63 ppb — 1,5 mL suspenséo Stock 497,5 ppb em 8,5 g de amostra

- 7° Ponto: 99,5 ppb — 2,0 mL suspensao Stock 497,5 ppb em 8,0 g de amostra

- Branco: 10 g de amostra

Ap0s a mistura da amostra com a suspensdo Stock, as mesmas foram homogeneizadas com o uso
de um bastéo de vidro, formando 45 amostras de 10 g em tubos digestores de 75 mL e colocados
em estufa para secagem por 24 h. Em seguida, foram digeridos e acondicionados para posterior
leitura em equipamento de ICP OES, seguindo a mesma metodologia citada anteriormente.
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Para a construcédo da curva de calibracéo, as leituras de intensidade do sinal foram transcritas para
0 programa de estatistica SPSS, para realizacdo de regresséo linear, analise de variancia e teste de
homocedasticicidade pelo teste de Levene.

2.3 Precisao

Para determinar a precisdo do método, duas leituras foram realizadas com intervalo de um dia,
em 18 amostras, divididas em trés grupos (9,95; 49,75 e 99,5 ppb) com seis amostras em cada
grupo, com utilizagcdo das matrizes citadas anteriormente. As amostras foram preparadas de
acordo com a metodologia descrita anteriormente no item 2.1 deste capitulo.

Apos a leitura em equipamento de ICP OES, fez-se um calculo matematico pelo desvio padréo
relativo (DPR) (INMETRO, 2016; Anvisa, 2017):

DPR =DP/CMD x 100

2.4 Limite de deteccéo

Limite de deteccdo é o teor minimo a partir do qual € possivel deduzir a presenca do analito com
certeza analitica razoavel (95% de confianga) (Brasil, 2011b). Para tal, fez-se anélise de 24
replicatas da matriz branca. Os valores foram utilizados para o célculo, seguindo a formula
descrita em Brasil (2011b):

LD=3xs

Sendo:
s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca (n > 20).

2.5 Limite de quantificacao

Teor minimo medido a partir do qual é possivel medir o analito com certeza estatistica razoavel
(95% de confianca). Se a veracidade e a preciséo sdo constantes em uma gama de concentragdes
centrada no limite de deteccdo, o limite de quantificagdo é numericamente igual a seis ou dez
vezes o desvio-padrdo da média de ensaios em branco (n > 20) (Brasil, 2011b). Utilizaram-se os
resultados obtidos no ensaio de LD e o calculo foi feito usando a formula:

LQ=10xs
Sendo:
s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca (n > 20).

2.6 Acurécia

A leitura para determinacdo da acuricia foi realizada utilizando-se amostras com trés
concentragOes diferentes, sendo seis amostras de 9,95 ppb; seis amostras de 49,75 ppb e seis
amostras de 99,5 ppb. O preparo das amostras seguiu a mesma metodologia descrita anteriormente
no item 2.1 deste capitulo, com a composi¢cdo das matrizes analisadas como descrito
anteriormente. O célculo foi realizado de acordo com a formula sugerida por Brasil (2011a).
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Frec = Cf — Cnf / Cad x 100

Sendo:

Cf = concentracdo medida ap0s fortificacdo da matriz branca;

Cnf = concentragdo medida na matriz branca néo fortificada, i.e., antes da fortificagéo;
Cad = concentracdo do analito puro adicionado a matriz branca.

2.7 Robustez

Na avaliacdo da robustez, fez-se o preparo das amostras seguindo os mesmos procedimentos
descritos anteriormente no item 2.1, deste capitulo.

As amostras para robustez no mdsculo foram preparadas na concentracdo de 49,75 ppb,
acondicionadas em tubos digestores de 75 mL e divididas em dois grupos. O primeiro grupo
contendo 12 amostras foi digerido em bloco digestor chamado de Bloco 01 e, o segundo grupo,
em bloco digestor chamado de Bloco 02. Em seguida, cada um dos dois grupos foi dividido em
grupo com pré-digestdo de 6 h (seis amostras) e grupo com pré-digestdo de 12 h (seis amostras)
em HNOs. Cada um dos grupos de pré-digestéo foi novamente dividido entre amostras congeladas
a — 18°C por 24 h (trés amostras), e outro grupo (trés amostras) refrigerado por 24 h a 6°C,
conforme Figura 26.
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Pré — digestio: 6 h — Congeladas
—» (06 amostras) (03 amostras)
Bloco 01
(12 amostras)y— —» Refrigeradas
(03 amostras)
—»  Pré — digestao: 12 h . > Congeladas
(06 amostras) (03 amostras)
» Refrigeradas
(03 amostras)
Congeladas
p Pré —digestio: 06 h " (03 amostras)
(06 amostras)
Bloco 02 Refrigeradas
(12 amostras) (03 amostras)
—»  Pré — digestao: 12 h . Congeladas
(06 amostras) (03 amostras)
p Refrigeradas
(03 amostras)

Figura 26 - Fluxograma da distribuicdo das amostras de musculo bovino para robustez.

Para a avaliacdo da robustez no rim e no figado, prepararam-se 36 amostras de cada uma das duas
matrizes nas concentracGes de 9,95; 49,75 e 99,5 ppb, que foram acondicionadas em tubos
digestores de 75 mL. As amostras de cada uma das duas matrizes foram divididas em dois grupos.
O primeiro grupo (18 amostras) foi congelado a -18°C por 24 h e o segundo grupo (18 amostras),
foi refrigerado por 24 h a 6°C. Em seguida, cada um dos dois grupos foi dividido em grupo com
pré-digestdo em HNOs de 6 h (nove amostras) e grupo com pré-digestdo de 12 h (nove amostras),
conforme Figura 27.
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9.95 ppb (03 amosiras)
—» Pré — digestao: 06 h J:: 49.75 ppb (03 amostras)

(09 amostras) 99.5 ppb (03 amostras)
Congeladas
(18 amostras)

9.95 ppb (03 amosiras)
7 Pré- digestao: 12 h —Er 49.75 ppb (03 amostras)

(09 amostras) 99.5 ppb (03 amostras)

9.95 ppb (03 amostras)
—» Pré — digestao: 06 h ‘E’ 49.75 ppb (03 amostras)
(09 amostras) 99.5 ppb (03 amosfras)
Resfriadas

(18 amostras)

9.95 ppb (03 amostras)
L Pré - digestao: 12 h 49.75 ppb (03 amostras)
9

(09 amostras) .5 ppb (03 amostras)

Figura 27 - Fluxograma da distribuicdo das amostras de rim e figado bovino para robustez.
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Os procedimentos de secagem, digestdo, armazenamento e leitura em equipamento de ICP OES
foram realizados de acordo com a metodologia citada anteriormente no item 2.1, deste capitulo,
com adaptagdes no processo de pré-digestdo (6h/12h).

Os resultados de cada uma das matrizes foram comparados ap6s serem submetidos a analise de
variancia e ao teste SNK (Student-Newman-Keuls) para comparacdo de médias, utilizando
programa estatistico Sisvar 5.6, segundo Ferreira (2011).

3 Resultados

Os resultados das analises no Laboratdrio de Andlises de Alimentos da Embrapa Gado de Leite
em Juiz de Fora — MG estéo descritos na Tabela 36.

Tabela 36 - Composicao de s6lidos das amostras de musculo, rim e figado bovino, realizadas no
Laboratério de Analise de Alimentos da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG,

Amostra Matéria seca (MS%) Proteina (PB%o) Gordura (EE%)
Musculo 30,955 23,085 22,36
Rim 17,88 82,215 10,315
Figado 29,45 69,32 4,635

3.1 Seletividade e especificidade
A seletividade e especificidade do método foram avaliadas pela comparagdo dos sinais gerados

em equipamento de ICP OES, nas concentracfes de 49,75 ppb de AgNp; 49,75 ppb de AgNp +
49,75 ppb de AINp e branco, de acordo com a Tabela 37.
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Tabela 37 - Resultado da leitura das amostras de musculo bovino, rim e figado bovino fortificadas com
49,75 ppb de AgNp e 49,75 ppb de AgNp + AINp para avaliacdo da seletividade e especificidade do
método de digestdo &cida e analise em ICP OES

Sinal (cps) Sinal (cps) Sinal (cps)
Amostra Musculo bovino Rim bovino Figadoim bovino
AgNp 23663,7 24510,5 24831,9
AgNp 24022,8 24596,4 22651,4
AgNp 24556,6 21459,5 23757,1
AgNp 22560,6 23542,8 24703,9
AgNp 23492,2 24340,1 24581,5
AgNp 23580,7 25298,2 26016,9
AgNp + AINp 24170,0 24431,6 23449,0
AgNp + AINp 21852,1 22964,4 25621,9
AgNp + AINp 23793,0 23515,7 23966,1
AgNp + AINp 24683,0 24853,5 26512,4
AgNp + AINp 24701,1 22275,0 23600,0
AgNp + AINp 22688,7 245727 23894,4
Branco -133,6 36,0 73,9
Branco -109,4 -123,5 -53,5
Branco -115,9 -129,5 -22,6
Branco -116,9 -106,5 -41,1
Branco -60,4 -58,4 2,8
Branco -94.4 -23,7 -33,2

Observou-se que em todas as trés matrizes avaliadas, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) entre as amostras com AgNp e as amostras com AgNp + AINp (Tabela 38,
Tabela 39 e Tabela 40). Em relacdo ao branco, ou seja, amostras ndo fortificadas, houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo as fortificadas, fato esperado, pois nestas
amostras ndo havia analito para gerar sinal e leitura no equipamento de ICP OES.

Tabela 38 - Média dos sinais (cps) entre amostras de misculo bovino tratado com AgNp e AgNp + AINp

Tratamentos Meédias (cps)
Branco -105.000000°
Ag 23646.3333332
Ag + Al 23648.000000%

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK no nivel de 95%
de significancia.

Tabela 39 - Média dos sinais (cps) entre amostras de rim bovino tratado com AgNp e AgNp + AINp

Tratamentos Médias (cps)
Branco -67.833333"
Ag 23958.000000%
Ag + Al 23769.000000?

* Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste SNK no nivel de 95%
de significancia.
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Tabela 40 - Média dos sinais (cps) entre amostras de figado bovino tratado com AgNp e AgNp + AINp

Tratamentos Médias (cps)
Branco -12.166667°
Ag 24423.833333%
Ag + Al 24507.1666672

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK no nivel de 95% de
significancia.

3.2 Linearidade

A linearidade foi calculada pela leitura da intensidade do sinal de sete pontos, de diferentes
concentracOes, formando uma curva para cada uma das trés matrizes analisadas (Tabela 41,
Tabela 42 e Tabela 43).

Tabela 41 - Leitura da média do sinal (cps) de sete pontos utilizados para construcao da curva de
calibracdo em ICP OES para as amostras de musculo bovino

Tratamento Concentracao (ppb) Intensidade do sinal (cps)
Média 2,49 1201,5
Desvio padrdo 2,49 237,068
Média 4,98 2341,4
Desvio padréo 4,98 126,0135
Média 9,95 4715,6
Desvio padrdo 9,95 70,07026
Média 24,88 13503,9
Desvio padréo 24,88 487,5276
Média 49,75 24467,9
Desvio padréo 49,75 865,6126
Média 74,63 36372,2
Desvio padrdo 74,63 520,7959
Média 99,5 49063,5
Desvio padrdo 99,5 1198,294

Desvio padrdo médio dos sete pontos do misculo: 411,4425
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Tabela 42 - Leitura da média do sinal (cps) de sete pontos utilizados para construcdo da curva de
calibracdo em ICP OES para amostras de rim bovino

Tratamento Concentracéo (ppb) Intensidade do sinal (cps)
Média 2,49 1136,36
Desvio padrao 2,49 97,10766
Média 4,98 2383,851
Desvio padréo 4,98 229,9932
Média 9,95 4678,351
Desvio padréo 9,95 282,1626
Média 24,88 12602,95
Desvio padréo 24,88 851,981
Média 49,75 24475,62
Desvio padréo 49,75 968,4708
Média 74,63 34378,04
Desvio padréo 74,63 2191,895
Média 99,5 47614,19
Desvio padrao 99,5 1402,67

Desvio padrdo médio dos sete pontos do Rim: 752,0053

Tabela 43 - Leitura da média do sinal (cps) de sete pontos utilizados para construcdo da curva de
calibragcdo em ICP OES para amostras de figado bovino

Tratamento Concentracéo (ppb) Intensidade do sinal (cps)
Média 2,49 1157,4
Desvio padréo 2,49 163,0817
Média 4,98 2370,0
Desvio padrao 4,98 90,65339
Média 9,95 4773,6
Desvio padréo 9,95 272,7405
Média 24,88 12352,0
Desvio padréo 24,88 1034,377
Média 49,75 22673,30
Desvio padrao 49,75 851,1425
Media 74,63 34384,6
Desvio padrao 74,63 1058,054
Média 99,5 46923,9
Desvio padrao 99,5 2605,103

Desvio padrdo médio dos sete pontos do Figado: 869,5903

O resultado encontrado para as amostras de musculo bovino foi uma reta com coeficiente de
determinacdo (r> = 0,9981) demonstrando uma linearidade muito alta do método na matriz
musculo bovino (Tabela 44 e Figura 28). Para as amostras de rim bovino, a regressao resultou em
coeficiente com r? = 0,9951 (Tabela 45 e Figura 29) e para o figado bovino, o valor de r? foi de
0,9950 (Tabela 46 e Figura 30). Estes resultados atendem a legislacdo vigente (Brasil, 2011a;
Brasil, 2011b; Anvisa, 2017) e os resultados encontrados para rim e figado bovinos estdo abaixo
do resultado encontrado para as amostras de muasculo bovino.

De acordo com a Anvisa (2017), o critério minimo aceitivel do coeficiente de correlagdo (r) deve

ser (r> = 0,99). Brasil (2011a) e Brasil (2011b), no entanto, descrevem que o minimo deve ser r?
igual a 0,995.
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Tabela 44 - Regressdo dos dados obtidos da leitura dos sete pontos em amostras de misculo bovino para
determinag&o da linearidade

Estatistica de regressao

R multiplo 0,99905647
R-Quadrado 0,99811384
R-quadrado ajustado 0,99805668
Erro padréo 768,393972
Observacdes 35
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Figura 28 - Resultado da regressdo com uma reta de sete pontos para determinacéo da Linearidade nas
amostras de musculo bovino fortificadas com Ag Np nas concentracdes de 2,49; 4,98; 9,95; 24,88; 49,75;
74,63 e 99,5 ppb, analisadas em equipamento de ICP OES.

Tabela 45 - Regresséo dos dados obtidos da leitura dos sete pontos em amostras de rim bovino para
determinacdo da linearidade

Estatistica de regressao

R multiplo 0,997535039
R-Quadrado 0,995076155
R-quadrado ajustado 0,994953058
Erro padréo 1193,593359
Observagoes 42
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Figura 29 - Resultado da regressdo com uma reta de sete pontos para determinacéo da Linearidade nas
amostras de rim bovino fortificadas com Ag Np nas concentragdes de 2,49; 4,98; 9,95; 24,88; 49,75;
74,63 e 99,5 ppb, analisadas em equipamento de ICP OES.

Tabela 46 - Regressdo dos dados obtidos da leitura dos sete pontos em amostras de figado bovino para
determinacg8o da linearidade

Estatistica de regressao

R multiplo 0,997
R-Quadrado 0,995
R-quadrado ajustado 0,995
Erro padréo 1190,234
Observacdes 42,000
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Figura 30 - Resultado da regressdo com uma reta de sete pontos para determinacéo da Linearidade nas

amostras de figado bovino fortificadas com Ag Np nas concentracfes de 2,49; 4,98; 9,95; 24,88; 49,75;
74,63 e 99,5 ppb, analisadas em equipamento de ICP OES.
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Apo6s a confirmacdo da normalidade dos dados, foi verificado a homocedasticidade para os
resultados de cada uma das trés matrizes analisadas pelo teste de Levene (Tabela 47, Tabela 48 e
Tabela 49).

Tabela 47 - Teste de homocedasticidade das variaveis da intensidade do sinal (cps) em amostras de
musculo bovino fortificadas com diferentes concentragbes de AgNp

Levene Statistic dfl df2 Sig.
3,605 6 28 0,009

Tabela 48 - Teste de homocedasticidade das varidveis da intensidade do sinal (cps) em amostras de rim
bovino fortificadas com diferentes concentraces de AgNp

Levene Statistic dfl df2 Sig.
4,091 6 35 0,003

Tabela 49 - Teste de homocedasticidade das variaveis da intensidade do sinal (cps) em amostras de
figado bovino fortificadas com diferentes concentragdes de AgNp

Levene Statistic dfl df2 Sig.
6,295 6 35 0,000

3.3 Precisao

Da mesma forma que ocorreu no capitulo anterior com o leite, 0 método foi preciso para as trés
matrizes avaliadas, pois o coeficiente de variagdo mensurado pelo Desvio Padréo Relativo (DPR)
foi menor que 30% nas concentracdes de 9,95; 49,75 e 99,5 ppb, seguindo a orientacdo da
legislagdo vigente (Brasil, 2011a; Brasil, 2011b). De acordo com os célculos, encontraram-se
valores de 4,9485; 3,759 e 4,0178 % para o primeiro dia nas amostras de musculo bovino e de
5,5905; 4,2493 e 4,8546% para o segundo dia, nas concentragdes de 9,95; 49,75 e 99,5 ppb,
respectivamente (Tabela 50).

Em relacdo as amostras de rim bovino, os resultados do primeiro dia foram de 3,0298; 5,3281 e
4,2312%, e no segundo dia, de 6,8249; 6,3799 e 6,1350%, ambos em 9,95; 49,75 e 99,5 ppb,
respectivamente (Tabela 51). Para o figado, seguindo os mesmos niveis de concentracdo, 0s
resultados foram de 4,0636; 6,9673 e 4,2032% para o primeiro dia, e de 5,4129; 6,9123 ¢ 6,0510%
para o segundo dia (Tabela 52).
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Tabela 50 - Leitura do sinal (cps) das concentracdes de 9,95; 49,75 e 99,5 ppb para determinacdo da
precisdo para amostras de misculo bovino no primeiro e segundo dia

Tratamento Concentracao (ppb) Intensidade do sinal no Intensidade do sinal no
primeiro dia(cps) segundo dia(cps)

1 9,95 47421 4811,478

2 9,95 4840,3 4460,269

3 9,95 4767,2 4798,684

4 9,95 4219,5 4827,681

5 9,95 4751,5 4240,748

6 9,95 4802,5 4897,064

MEDIA 9,95 4687,2 4672,654

DP 9,95 231,9425 261,2274
DPR 9,95 4,9485 5,5905

1 49,75 23676,9 24782,37

2 49,75 23783,3 22848,24

3 49,75 24032,7 24871,59

4 49,75 21697,0 24729,98

5 49,75 23890,6 22927,39
6 49,75 23815,1 25079

MEDIA 49,75 23482,6 24206,43

DP 49,75 882,7343 1028,614
DPR 49,75 3,759 4,2493

1 99,5 44508,5 48728,79

2 99,5 47475,6 49670,83

3 99,5 48601,1 46886,46

4 99,5 43819,9 49302,14

5 99,5 45592,0 45863,37

6 99,5 47167,8 43755,83
MEDIA 99,5 46194,1 47367,9

DP 99,5 1856,03 2299,531
DPR 99,5 4,0178 4,8546
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Tabela 51 - Leitura do sinal (cps) das concentragdes de 9,95; 49,75 e 99,5 ppb para determinacéo da

precisdo para amostras de rim bovino no primeiro e segundo dia

Tratamento Concentracéo (ppb) | Intensidade do sinal no Intensidade do sinal no
primeiro dia(cps) segundo dia(cps)

1 9,95 4725,1 4782,717

2 9,95 4872,5 4837,327

3 9,95 4505,5 4242,824

4 9,95 4795,0 4985,734

5 9,95 4895,1 4383,768

6 9,95 4846,5 5016,715

MEDIA 9,95 4773,3 4708,181

DP 9,95 144,6236 321,3297
DPR 9,95 3,0298 6,8249

1 49,75 24954,3 24078,97

2 49,75 22804,1 25439,17

3 49,75 219711 21982,45

4 49,75 25072,7 25796,75

5 49,75 24595,2 24979,62

6 49,75 244478 22695,01
MEDIA 49,75 23974,2 24162

DP 49,75 1277,38 1541,523
DPR 49,75 5,3281 6,3799

1 99,5 45757,3 50605,12

2 99,5 51068,6 51991,45

3 99,5 49114,2 47081,63

4 99,5 50177,5 45148,18

5 99,5 475455 51654,46

6 99,5 46825,5 52789,62

MEDIA 99,5 48414,8 49878,41

DP 99,5 2048,53 3060,055
DPR 99,5 4,2312 6,1350
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Tabela 52 - Leitura do sinal (cps) das concentracdes de 9,95; 49,75 e 99,5 ppb para determinacdo da
precisdo para amostras de figado bovino no primeiro e segundo dia

Tratamento Concentracao (ppb) Intensidade do sinal no Intensidade do sinal no
primeiro dia (cps) segundo dia(cps)

1 9,95 4756,0 4916,499

2 9,95 4376,6 4706,465

3 9,95 4699,2 4855,066

4 9,95 45319 4232,543

5 9,95 45547 4777,358

6 9,95 4273,5 4527,948

MEDIA 9,95 4532,0 4669,313

DP 9,95 184,1643 252,7494
DPR 9,95 4,0636 5,4129

1 49,75 22015,4 24917,39

2 49,75 27189,9 23197,87

3 49,75 24028,5 22341,4

4 49,75 24139,2 25263,82

5 49,75 25200,8 24788,4

6 49,75 23987,5 21218,65

MEDIA 49,75 24426,9 23621,26

DP 49,75 1701,917 1632,789
DPR 49,75 6,9673 6,9123

1 99,5 47982,0 49289,25

2 99,5 48995,8 50331,85

3 99,5 48772,0 45239,26

4 99,5 50198,7 51251,34

5 99,5 46102,4 50277,66

6 99,5 44776,1 44299,07

MEDIA 99,5 47804,5 48448,07
DP 99,5 2009,366 2931,64
DPR 99,5 4,2032 6,0510

3.4  Limite de deteccdo (LD)

De acordo com a formula sugerida por Brasil (2011b), o limite de detecco foi de 0,085035 ppb
para as amostras de musculo bovino; de 0,074163 ppb para as amostras de rim bovino e de
0,0736107 ppb para as amostras de figado bovino, conforme célculos descritos abaixo:

LD (musculo) =3xS
LD =3 x0,028345
LD (masculo) = 0,085035 ppb

LD (rim)=3xS
LD =3x0,024721
LD (rim) = 0,074163 ppb

LD (figado) = 3xS
LD =3 x0,024536918
LD (figado) = 0,0736107 ppb
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3.5 Limite de quantificacdo (LQ)

O LQ calculado (Brasil, 2011b) foi de 0, 28345 ppb para as amostras de muasculo bovino, de
0,24721 ppb para as amostras de rim bovino e de 0,24536918 ppb para as de figado bovino,
conforme célculos descrito abaixo.

LQ (musculo) =10x S
LQ =10x0,028345
LQ (musculo) = 0, 28345 ppb

LQ (rim)=10x S
LQ =10x0,024721
LQ (rim) =0,24721 ppb

LQ (figado) =10x S
LQ =10 x 0,024536918
LQ (figado) = 0,24536918 ppb

3.6 Acuracia

A acuracia de um procedimento analitico expressa o grau de concordancia entre o valor que é
aceito como um valor verdadeiro, convencional ou um valor de referéncia aceito e o valor
encontrado. Isso as vezes é chamado de veracidade (ICH, 1994; VIM, 2012).

De acordo com a recomendacdo de Brasil (2011a), os valores calculados para verificagdo da
acurdcia foram de 82,9045% na concentragdo de 9,95 ppb; 80,408% para 49,75 ppb e 91,1798%
na concentracao de 99,5 ppb para as amostras de musculo bovino. Para as amostras de rim bovino,
0 resultado demonstrou uma recuperacdo semelhante ao observado na matriz anterior, sendo
85,2763% em 9,95 ppb, 80,9949% em 49,75 ppb e 91,8633% em 99,5 ppb. Em relacdo as
amostras de figado bovino, os valores também ficaram dentro da mesma faixa de recuperacéo. Na
concentracao de 9,95 ppb, o valor foi de 86,7336%; de 80,1427% na concentracdo de 49,75 ppb
e na concentracdo de 99,5 ppb, foi de 89,9889% (Tabela 53), com célculos demonstrados abaixo.

Todos os resultados, nas trés matrizes avaliadas, apresentam valores dentro dos parametros
estabelecidos pela legislacdo (Brasil, 2011b), que indicam que concentragdes entre 1 pg/Kg < C
< 10 pg/Kg intervalos entre 70 e 110%. Para concentragdes entre 10 pg/Kg < C < 100 ug/Kg, os
intervalos situam-se entre 80 a 110%.
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Tabela 53 - Recuperacédo percentual das concentracdes de AgNp (ppb) em amostras de misculo, rim e
figado bovino ap6s leitura em equipamento de ICP OES

Leitura
Concentracdo das amostras | Concentracdo média das amostras
fortificadas (ppb) recuperadas (ppb) Recuperacao (%)
= 9,95 8,249 82,9045
ke 49,75 40,003 80,408
= 99,5 90,724 91,1798
9,95 8,485 85,2763
= 49,75 40,295 80,9949
99,5 91,404 91,8633
- 9,95 8,630 86,7336
E, 49,75 39,871 80,1427
L 99,5 89,539 89,9889
Mdsculo:

Frec (9,95 ppb) = 8,249- 0,0 /9,95 x 100
Frec (9,95 ppb) = 82,9045%
Frec (49,75 ppb) = 40,003 — 0,0 / 49,75 x 100
Frec (50 ppb) = 80,408%
Frec (99,5 ppb) = 90,724 — 0,0 /99,5 x 100
Frec (99,5 ppb) = 91,1798%

Rim:

Frec (9,95 ppb) = 8,485 -10,0/9,95 x 100
Frec (9,95 ppb) = 85,2763%
Frec (49,75 ppb) = 40,295 - 0,0/ 49,75 x 100
Rrec (49,75 ppb) = 80,9949%
Frec (99,5 ppb) = 91,404 -0,0/99,5 x 100
Frec (99,5 ppb) =91,8633%

Figado:

Frec (9,95 ppb) = 8,630 - 0,0 /9,95 x 100
Frec (9,95 ppb) = 86,7336%
Frec (49,75 ppb) = 39,871 - 0,0/ 49,75 x 100
Rrec (49,75 ppb) = 80,1427%
Frec (99,5 ppb) = 89,539 -0,0/99,5 x 100
Frec (99,5 ppb) = 89,9889%

146



3.7 Robustez

Né&o houve diferenca significativa na comparacgéo entre os blocos utilizados na digestao,
0 tempo de pré-digestdo e a forma de armazenamento (p>0,05), para as amostras de
musculo bovino (Tabela 54). Em relacdo a interacdo entre os diferentes blocos digestores,
0 tempo de pré-digestdo e as formas de armazenamento, também ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05) no musculo bovino.

Tabela 54 - Média da leitura dos sinais (cps) das amostras de musculo bovino na concentragdo de 49,75
ppb entre bloco digestor, tempo de pré-digestdo e tipo de armazenamento

Tratamentos Médias
Bloco digestor Tempo pré-digestdo Tipo de Intensidade do sinal
armazenamento (cps)
Bloco 1 Pré-digestdo 6 h Resfriado 23892,5
Congelado 23940,3
Pré-digestdo 12 h Resfriado 24885,9
Congelado 23740,2
Bloco 2 Pré-digestdo 6 h Resfriado 25230,0
Congelado 22861,7
Pré-digestdo 12 h Resfriado 24178,4
Congelado 26787,0

*CV= 594

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre o tempo de pré-digestdo para as amostras de rim
bovino na concentracdo de 9,95 ppb (Tabela 55), demonstrando que o tempo de apenas 6 h de
pré-digestdo gerou um sinal inferior ao tempo de pré-digestdo de 12 h. Em relacdo a forma de
armazenamento das amostras de rim bovino, os testes ndo detectaram diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) entre as amostras resfriadas e congeladas em nenhuma das trés
concentracOes avaliadas (Tabela 56). Sobre a interacdo entre o tempo de pré-digestao e as formas
de armazenamento, ndo houve diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) no rim bovino,
em nenhuma das trés concentracdes avaliadas.

Tabela 55 - Média da leitura dos sinais (cps) entre amostras de rim bovino com 9,95; 49,75 e 99,5 ppb
para a variagao entre os tempos de pré-digestdo (6 he 12 h)

Concentracdo Pré-digestdo Rim bovino
6h 12h Ccv
9,95 ppb 4925,66° 5352,50? 6,20
49,75 ppb 25299,832 21295,162 28,56
99,5 ppb 52612,502 53754,832 1,73

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK no nivel de 95% de
significancia.

Tabela 56 - Média da leitura dos sinais (cps) entre amostras de rim bovino com 9,95; 49,75 e 99,5 ppb
para a variacdo entre as formas de armazenamento (congeladas/resfriadas)

Concentracgéo Armazenamento Rim bovino
Congelado Resfriado CVv
9,95 ppb 5258,83 5019,33 6,20
49,75 ppb 21880,66 24714,33 28,56
99,5 ppb 53146,66 53220,66 1,73
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Em relag&o ao figado bovino, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) para os
diferentes tipos de pré-digestdo (Tabela 57). Porém, em relagdo ao tipo de armazenamento, nas
concentracfes de 9,95 ppb e 99,5 ppb, as amostras congeladas apresentaram uma intensidade de
sinal menor (p<0,05) em relacdo as amostras resfriadas (Tabela 58).

Tabela 57 - Média da leitura dos sinais (cps) entre amostras de figado bovino com 9,95; 49,75 e 99,5 ppb
para a variacao entre os tempos de pré-digestdo (6 he 12 h)

Concentracdo Pré-digestdo Figado bovino
6h 12h CcVv
9,95 ppb 4514,166° 4671,3332 3,39
49,75 pph 23131,50002 23333,3332 4,27
99,5 ppb 45460,00002 47090,6666° 3,63

Tabela 58 - Média da leitura dos sinais (cps) entre amostras de figado bovino com 9,95; 49,75 e 99,5 ppb

para a variacdo entre as formas de armazenamento (congeladas/resfriadas)

Concentracdo Armazenamento Figado bovino
Congelado Resfriado Ccv
9,95 pph 4485,666° 4699,8333% 3,39
49,75 pph 22852,1666% 23612,666% 4,27
99,5 pph 45153,833° 47396,833% 3,63

Meédias seguidas de mesma letra na linha nio diferem estatisticamente pelo teste SNK no nivel de 95% de
significancia.

A interacdo entre os dois tempos de pré-digestdo e as formas de armazenamento foram
estatisticamente significativas (p< 0,05) quando se compararam o tempo de pré-digestdo de 6 h e
0 congelamento das amostras na concentracdo de 49,75 ppb (Tabela 59).

Tabela 59 - Média da leitura dos sinais (cps) entre amostras de figado bovino com 49,75 ppb para a
variacdo entre as formas de armazenamento (congeladas/resfriadas) e tempo de pré-digestdo (6 h e 12 h)

Tempo Pré digestdo X Armazenamento figado bovino 49,75 ppb
Congelado Resfriado CVv
6h 22060,66%® 24202,00%4 6,20
12h 23643,66°" 23023,004 28,56
Meédias seguidas de letras minUsculas diferentes nas linhas diferem entre si com 95% de significancia (p <

0,05).
Meédias seguidas de letras maiusculas diferentes nas colunas diferem entre si com 95% de significancia

(p<0,05).

4 Discussao

Os resultados encontrados nas trés matrizes analisadas s@o semelhantes aos valores descritos no
capitulo anterior referente a validacdo em leite. A digestdo utilizando o HNOs na pré-digestéo e
nas primeiras horas de agquecimento em bloco digestor, e em seguida a introdugdo do HCI
resultaram em dados consistentes. Porém, houve necessidade de ajustes desta metodologia para
digestdo do musculo, rim e figado, visto que os altos teores de proteina e lipideos causam um
excesso de “espuma’ nos tubos digestores durante o aquecimento, dificultando a digestdo em altas
temperaturas. As “espumas” sdo formas coloidais de gases que se formam devido a agitacdo de
uma solucdo com proteinas, em funcdo da desnaturacdo parcial e do desdobramento das cadeias
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polipeptidicas (Miquelin, 2010). Para o processo de digestdo nestas trés matrizes, a temperatura
foi mais baixa no inicio do processo de digestdo acida no bloco digestor (90° C), com aumento
gradual até atingir um equilibrio e estabilidade do liquido dentro dos tubos digestores (110° C).
Em seguida, o método foi 0 mesmo descrito no capitulo anterior na validacao do leite.

Em um trabalho para validar uma metodologia de analise de minerais em carne de frango, Bou et
al. (2004) relataram que o uso da digestdo Umida em &cido é mais eficiente para analises em ICP
OES e ICP MS, apresentando valores muito baixos de variacdo. Nossos resultados comprovam a
citacdo anterior, pois, todos os topicos exigidos pela legislacdo (Brasil, 2011a; Brasil, 2011b)
estdo de acordo com as normas para o0 musculo, rim e figado.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) na seletividade e na especificidade
das trés matrizes avaliadas, sendo que a digestdo das amostras, 0 armazenamento ou leitura do
sinal no equipamento de ICP OES da Ag ndo tiveram interferéncia com a inclusdo do Al. Estes
dados sdo condizentes com a literatura e com nossos achados referentes ao capitulo anterior em
leite. Vaérios trabalhos demonstram que o ICP OES ¢é utilizado para diversas analises
multielementares simultaneas (Dahlquist e Knoll, 1978; Sandroni e Smith, 2002). De acordo com
o fabricante do equipamento, algumas amostras podem conter elementos incomuns que poderiam
contribuir com interferéncias espectrais (METHOD 6010B, 1996). Porém, ndo observamos
interferéncias do outro analito em nossos resultados.

A linearidade é outro componente basico do processo de validacdo, e corresponde a capacidade
do método em fornecer sinais diretamente proporcionais a concentracdo da substancia analisada,
em fungdo de uma faixa de aplicagdo (ICH, 1995). O sinal medido pelo equipamento de ICP OES
gera uma relagdo matematica entre o sinal e a concentra¢do do analito, a partir de sinais medidos
para massas ou concentracGes conhecidas deste elemento (Augusto et al., 1997). O presente
trabalho identificou uma correlacdo matematica pela regressdo linear, chamada de curva
analitica, com todos os coeficientes maiores (r? - 0,995) utilizando sete pontos com diferentes
concentracOes. Estes resultados nas trés matrizes analisadas mostram que o0 método além de linear
é bastante confidvel, visto que a legislacdo (ICH, 1996; Brasil, 2011a; Brasil, 2011b; INMETRO,
2016; Anvisa, 2017) propde uma reta de no minimo cinco pontos.

Apos a confirmacdo da normalidade dos dados na linearidade, verificou-se a homocedasticidade
para os resultados de cada uma das trés matrizes analisadas pelo teste de Levene, teste de
igualdade de médias, eficiente para avaliagdo de dados normais (Almeida et al., 2008). Outras
formas de avaliar a homocedasticidade das variancias consistem em confeccionar um gréfico de
dispersédo de residuos em torno da reta de concentracdo ou confeccionar um outro grafico com o
desvio-padrao das respostas replicadas em cada nivel de concentragdo em funcdo da concentragéo
dos padrdes de calibracdo (Brasil, 2011b).

Portanto, os achados descritos na linearidade demonstram uma seguranca e confirmam os
resultados encontrados na precisdo e na acuracia, em que todos os valores estdo dentro da faixa
estabelecida, sendo que na precisdo, os resultados apresentados seguem a orientacdo de Brasil
(2011a), que determina em condicdes de repetitividade, um coeficiente de variagéo abaixo de dois
tercos dos valores estipulados pelo Guia de Validacdo (Brasil, 2011b).

O maior coeficiente de variacdo encontrado na precisdo nas trés matrizes avaliadas foi de 6,9673%

no primeiro dia de leitura para o figado. O valor encontrado é bem abaixo do nivel de um terco
sobre 0s 30% de variacdo permitido pela legislacdo (Brasil, 2011a).
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Da mesma forma que ocorreu no Capitulo anterior referente ao leite, em concentragdes mais
baixas de AgNp, o equipamento é mais preciso, sendo a faixa ideal entre 3,98 e 39,8 ppb. Porém,
guando se calcula a precisdo com as amostras fortificadas com trés diferentes concentragdes, a
concentracdo de 99,5 ppb teve uma recuperacdo melhor em relagéo a 9.95 ppb, demonstrando que
pode haver diferenca na precisdo do equipamento em relagdo a matrizes mais sdlidas como o
musculo bovino, rim bovino e o figado bovino em comparacdo com o leite, ou em fun¢do do
maior teor de gordura e proteina das trés amostras de tecidos.

Os valores de LD (entre 0,0736107 e 0,085035 ppb) e de LQ (entre 0,24536918 ppb e 0, 28345
ppb) demonstram que os valores tedricos se aproximam dos valores observados durantes os testes
de determinacdo da sensibilidade utilizados no capitulo anterior referente ao leite. Nos testes,
verificamos que o equipamento de ICP OES realiza leituras até o valor minimo de 0,4975 ppb.
Ressalta-se, no entanto, que ndo foi feita leitura em amostras com valores inferiores para
comprovacao do menor valor detectado.

O método foi robusto para as amostras de musculo bovino analisadas, demonstrando que, apesar
do alto nivel de gordura das amostras, o uso de dois blocos diferentes e as variacdes no tempo de
pré-digestdo ndo alteraram o processo de digestdo. Este dado é importante, pois um menor tempo
de pré-digestdo otimiza o uso de equipamentos e agiliza o processo de analise. O fato de o
congelamento ndo alterar o resultado € um fator importante quando se trata de envio de amostras
de locais mais distantes do laboratério, como fazendas ou industrias localizadas no interior.
Quanto ao uso de blocos digestores diferentes, a alteracdo ndo interfere no desempenho do
método.

Em relacdo ao rim bovino, a diferenga significativa (p<0,05) entre o tempo de pré-digestdo de 6
h e 12 h na concentragdo de 9,95 ppb indica que em uma concentragdo mais baixa, é necessario
um tempo de 12 h de pré-digestdo em HNOs. Esse resultado sugere que mesmo sendo uma matriz
com menor teor de gordura em relagdo ao musculo bovino, a diferenca na constituicdo do tecido,
sugere um tempo maior de pré-digestao.

Para as amostras de figado bovino, ndo houve diferenga (p>0,05) para os diferentes tipos de pré-
digestdo, mas, em relacdo ao tipo de armazenamento, as amostras congeladas nas concentracfes
de 9,95 ppb e 99,5 ppb, apresentaram uma intensidade de sinal menor (p<0,05) em relacéo as
amostras resfriadas. Da mesma forma, foi observada diferenca significativa (p<0,05) na interacdo
entre os dois tempos de pré-digestdo e as formas de armazenamento quando se compara 0 tempo
de pré-digestdo de 6 h e o congelamento das amostras na concentracdo de 49,75 ppb. Portanto,
nas trés concentragdes avaliadas, o congelamento tem interferéncia na intensidade do sinal nas
amostras de figado bovino, o que demonstra que o congelamento como forma de armazenamento
ndo seja adequado para esta matriz.

Os resultados deste estudo estdo de acordo com trabalhos semelhantes, como descrito por Peters
et al. (2014) que validaram uma metodologia para detec¢do de prata em carne de frango por ICP
MS por digestdo enzimatica e obtiveram resultados semelhantes. Da mesma forma, Loeschner et
al. (2015) também obtiveram resultados compativeis. Porém, no trabalho dos autores
supracitados, 0 método consistiu na digestdo enzimatica da carne de frango, na separagdo das
AgNp por tamanho utilizando o fraccionamento do fluxo de campo e a quantificacdo final por
ICP MS. Nos dois trabalhos, os autores revelaram que as AgNp se ligam rapidamente a matriz de
alimentos e ¢ dificil extrai-las completamente. Portanto, a ligacdo das AgNp com a matriz exige
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um bom método de digestdo e extracdo, caso contrario haverd dificuldade para uma boa
recuperacao em matrizes como musculo, rim e figado.

5 Concluséao

Os ensaios preliminares demonstraram que é necessaria adaptacdo do método de digestdo e
extracdo para uso em diferentes matrizes. O processo de digestdo acida em bloco digestor
necessita de ajustes na temperatura e no tempo de aquecimento em virtude de variacdes na
composicdo da matriz.

A metodologia utilizada para musculo, rim e figado gerou um sinal de qualidade, comprovando
gue o0 método de digestdo e extracdo das amostras foi muito eficiente e conseguiu um bom nivel
de recuperacdo. Todas as exigéncias estabelecidas pela legislacdo vigente foram atendidas para
0s requisitos obrigatorios, para as trés matrizes avaliadas. Os valores referentes para seletividade
e especificidade, linearidade, precisdo, LQ, LD e acuracia estavam dentro do estabelecido pela
legislacdo citada.

De acordo com a legislacéo brasileira, o calculo da robustez é obrigatério. Portanto, a verificagdo
deste item se torna necesséaria em funcéo de diferenca na intensidade do sinal entre provaveis
variagdes que possam ocorrer durante a digestdo das amostras. No musculo bovino, o0 método
mostrou-se robusto, mas para o rim e o figado, foram demonstradas diferengas, quando exposto a
algumas variagbes da metodologia basica utilizada. Os achados deste ensaio demonstram a
necessidade de uma pré-digestdo em HNOs de no minimo 12 h e a refrigeracdo como a melhor
forma de transporte e armazenamento das amostras, sendo que alteragdes nestes itens geram um
sinal de menor intensidade.

Portanto, 0 método é muito eficiente quando estabelecida uma rigidez para o processo de digestao
e abertura das amostras. Destacam-se ainda que provaveis variagdes no método podem interferir
na qualidade do sinal gerado pelo equipamento de ICP OES.
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Capitulo 4:  Infeccdo experimental de vacas em lactacdo por Staphylococcus aureus e
tratamento com nanoparticulas de prata (AgNp)

1 Introducéo

Nos Gltimos anos, questdes como o uso intensivo de medicamentos na producdo de leite,
especialmente antimicrobianos, vem se propagando, com um intenso debate na Comunidade
Internacional sobre outras possibilidades e formas de amenizar o uso destas substancias no
sistema de producdo. Assim, ha necessidade de novos produtos, bem como avaliar a sua eficécia
frente a varios microrganismos patogénicos e de risco a satide humana. Pesquisas tém focado em
novas alternativas como as AgNp, que estdo sendo intensamente estudadas e pesquisadas, sem
dados consistentes, no entanto, sobre o real efeito antimicrobiano, toxico e acumulativo.

Pesquisas tém demonstrado que existe uma possibilidade do uso de AgNp no tratamento de vacas
leiteiras, principalmente no controle da mastite. Alguns trabalhos tém focado no tratamento do S.
aureus com o uso das AgNp (Cho et al., 2005; Ruparelia et al., 2008; Ayala-Nufiez et al., 2009;
Gavilanes, 2010; Dehkordi et al., 2011; Sadeghi et al., 2012; Singh et al., 2014; Jang et al., 2015;
Yah et al., 2015). Outra possibilidade de aplicacdo das AgNp para tratamento de S. aureus se
baseia na associagdo com antimicrobianos tradicionais (Akram et al., 2016; Jamaran e Zarif,
2016). Porém, a maioria das pesquisas tem se dedicado apenas a estudos in vitro.

A avaliacdo in vitro para determinacdo da eficacia de um novo produto para controle da mastite
ndo se faz apenas com os resultados de MIC, sendo necessaria uma avaliagdo in vivo, associada a
uma série de analises laboratoriais para confirmacgdo da eficacia do produto. Da mesma forma,
testes de toxicidade in vitro sdo uma excelente opcao para verificar os efeitos colaterais. Porém,
ndo sdo suficientes para uma avaliacdo real em células ou tecidos in vivo, sendo necessarias
avaliacBes em animais e em condicGes de producéo.

O uso de animais para tais experimentos deve ser rigorosamente delineados e seguir padrbes
internacionais para uso e coleta de dados (CONCEA, 2013). O uso destes animais deve ser
explorado ao maximo, bem como a coleta de informag6es, visto que muitos estudos e varias
hipo6teses devem ser respondidas com o uso minimo de animais, otimizando tempo, dinheiro e a
vida de seres vivos.

O experimento descrito neste capitulo teve o objetivo de avaliar a eficiéncia das AgNp para o
tratamento de S. aureus inoculado na glandula mamaéria de vacas em lactacdo, o efeito toxico das
AgNp sobre os animais tratados, a presenga de residuos no leite durante a lactacdo, e a ocorréncia
de residuos no musculo, rim e figado dos animais ap0s eutandsia e necrépsia.

2  Material e Métodos

Experimento autorizado de acordo com Protocolo CEUA UFMG 12/2017 (Anexo 1) e Protocolo
CEUA Embrapa Gado de Leite 14/2015 (Anexo 2).
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2.1 Diagnostico microbioldgico — Identificagdo dos microrganismos

Para inicio do experimento, fez-se uma avaliagdo microbioldgica de varios animais para
identificacdo das vacas negativas. O isolamento bacteriano foi feito a partir de leite coletado de
cada guarto mamario antes da ordenha, apds cuidadosa antissepsia dos tetos com alcool 70%. Os
jatos de leite foram coletados diretamente em frascos estéreis, colocados em caixas isotérmicas
com gelo e encaminhados para o Laboratério de Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de
Leite, em Juiz de Fora, Minas Gerais. Volumes de 10 pL de cada amostra foram semeados com
alca calibrada e descartavel em cada quadrante de uma placa de dgar sangue contendo 5% de
sangue desfibrinado de carneiro, e incubadas a 35 °C, por 24 horas, de acordo com as
recomendacdes de Oliver et al. (2004).

Apo6s o periodo de incubagdo, realizou-se a leitura das placas, observando-se o crescimento
microbiano, aspecto e coloracdo das colénias bem como o nimero de coldnias crescidas. Em
seguida, as placas foram incubadas novamente a 35 °C por mais 24 horas, realizando-se
novamente a leitura das placas ap6s o periodo total de 48 horas de incubacdo. Nas amostras de
leite em que houve crescimento de microrganismos, selecionou-se uma coldnia representativa, a
qual foi semeada em &gar BHI (Brain Heart Infusion — Infuséo de cérebro e coragdo), e incubada
a 35 °C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, as amostras foram examinadas ao microscopio
apos a coloragdo de Gram e submetidas ao teste de catalase para entdo serem identificadas por
meio de uma bateria de testes bioquimicos de identificacdo presuntiva.

2.2 Inoculagdo e mastite experimental

Ap0s o teste in vitro, fez-se a inoculacdo experimental em seis animais sem diagnostico de mastite
clinica e negativos para S. aureus (vacas em lactacdo de descarte do rebanho mesti¢o do Centro
Nacional de Gado de Leite em Coronel Pacheco — MG, com producdo média de 20 Kg e todas
acima de quatro lactagdes) (i.e. com trés isolamentos negativos intervalados de uma semana), com
a infusdo de uma amostra de S. aureus (amostra n° 619) obtida da Colecdo de Microrganismos de
Interesse do Agronegocio da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora— MG, considerada de maior
resisténcia contra os principais antimicrobianos testados no Laboratério de Microbiologia do
Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG. A concentracdo bacteriana utilizada foi
de 10.000 UFC/quarto mamario posterior esquerdo e anterior direito de cada animal, com o in6cuo
preparado de acordo com a metodologia citada no item 2.3 do Capitulo 1. A infusdo bacteriana
foi realizada apds limpeza e higienizacdo com uma solucédo de acido lactico e antissepsia com
alcool 70% embebido em algodao.

2.3 Avaliacdo clinica

Apos a inoculagdo, os animais foram isolados em uma baia do free-stall do setor de producéo de
gado mestico, no Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite em Coronel Pacheco — MG, e
manejados de acordo com a rotina da fazenda. Eram ordenhados pela manhad e a tarde em
equipamento DeLaval modelo Linha Média com 8 conjuntos de ordenha, equipado com extratores
automaticos e medidores eletrdnicos de leite modelo MM27 e contencdo tipo espinha de peixe.
Ap0s observacgdo da ocorréncia de mastite clinica pelo teste de caneca de fundo escuro e por sinais
clinicos por palpacdo da glandula e inspecéo visual, foram avaliados pardmetros como aumento
da temperatura do quarto inoculado, rubor, edema, aumento da temperatura corporal e alteracdes
na anatomia da glandula. Fez-se um exame clinico diario as 6 h e 18 h durante todo o periodo pré-
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experimento, apds a inoculacdo experimental e tratamento com as AgNp. O exame clinico dos
animais foi realizado de acordo com o protocolo de estudo/experimento CMB.

Fez-se, apl6s 24 h e 72 h de inoculacdo, uma coleta de leite para analise microbioldgica e
confirmagcdo da infecgéo experimental. Ap6s 24 h e no quinto dia ap6s o tratamento com as AgNp,
realizaram-se novas coletas de leite para analise microbiolédgica e isolamento, avaliacdo da
eficiéncia do tratamento, seguindo a metodologia descrita anteriormente para coleta e anélises.

Em relacdo ao processo inflamatdrio, coletou-se uma semana antes da inoculagdo experimental,
uma aliquota de 40 mL de leite de cada quarto mamario para avaliacdo da CCS. As amostras
foram colhidas no inicio da ordenha e submetidas ao Laborat6rio de Analise da Qualidade do
Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG (LQL Embrapa), acondicionadas em
caixas térmicas contendo gelo reciclavel, onde foram submetidas as andlises laboratoriais em
equipamento eletrénico quanto aos teores de gordura, proteina e contagem de células somaticas
no equipamento eletronico CombiScope FTIR 400® (Delta Instruments; Drachten, Holanda) que
combina o principio de Transformada de Fourier no infravermelho médio e citometria de fluxo,
respectivamente. As analises para determinacdo da composicao do leite foram realizadas segundo
IDF (2000) e a contagem de células somaticas segundo IDF (1995).

Apos 48 h da inoculacéo experimental, fez-se nova coleta de amostra para anélise de CCS e de
composicdo de cada quarto mamario para verificar a evolucao do quadro inflamatorio. No quinto
dia ap6s o tratamento com as AgNp, fez-se a terceira coleta de leite para analises de CCS e de
composicdo do leite, seguindo a mesma metodologia de coleta e analise descrita anteriormente.

Em todos os procedimentos foram seguidas as recomendages que normatizam ensaios clinicos
de terapias contra mastite contidas no Boletim 247 do International Dairy Federation
(Throburn,1990).

2.4 Imagens termograficas

As imagens termogréaficas foram capturadas trés dias antes da inoculacéo experimental até trés
dias depois do tratamento com AgNp. A temperatura da superficie do Ubere foi determinada com
o dispositivo portatil FLIR T420 (FLIR Systems, Inc., Wilsonville, OR, EUA) nas regides
anatomicas: lateral do quarto anterior direito, posterior (PD e PE) e lateral do quarto posterior
esquerdo; com o animal contido em um brete de contecdo. A camera era direcionada para a
superficie do Ubere e padronizou-se a distancia do termdgrafo a regido anatbmica em um metro
de distancia do quarto mamario, 20°C de temperatura de reflectancia e adotou-se 0,98 como valor
de emissividade, conforme recomendacéo do fabricante para tecidos bioldgicos e de acordo com
os valores utilizados por Menegassi et al. (2014). Os arquivos gerados foram processados e
interpretados pelo software FLIR Tools 5.6 (FLIR Systems, Wilsonville, OR, USA).

A temperatura (T°C) e a umidade relativa (UR%) do ambiente foram colhidas concomitantemente
ao momento em que eram capturadas as fotos termograficas pelo proprio equipamento de captura
das imagens. Estes dados foram utilizados para calcular o indice de temperatura e umidade (ITU)
segundo a equacgdo proposta por Thom (1959): ITU = 0,8 * T°C + UR% 100 * (T° C — 14,4) +
46,4.
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2.5 Tratamento com AgNp

Ap0s o diagndstico clinico pela presenga de grumos no leite nos quartos mamarios inoculados,
fez-se a aplicacdo das AgNp no quarto posterior direito, apds 72 h de inoculagdo, em dose Unica.

O tratamento foi realizado com AgNp pura Sigma-Aldrich (cat. n° 576832) (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) de 100 nm, na concentra¢do de 2,5 mg/mL, sendo calculada a dose em
funcdo da producdo de leite de cada vaca (Tabela 60), com concentracdo minima de 2,5 mg de
AgNp por L de leite. As AgNp foram pesadas em balanca de precisdo Shimadzu Modelo AUW
220 D (Maryland 21046, U.S.A.) e diluidas em uma solugdo Ringer Lactato. A suspensdo de
AgNp em Ringer Lactato foi sonicada em equipamento (Hielscher UP 200 S (Hielscher
Ultrasonics GmbH - Oderstr 53 D-14513, Teltow, Alemanha), poténcia 300 W, ciclo de 1,0 e
amplitude de 100% em banho de gelo, e em seguida, foi acondicionada em uma seringa estéril
para infusdo nos animais, apds higienizagdo com uma solugéo propria para “pre-dipping” a base
de 4cido lactico e antissepsia com alcool 70% embebido em algodéo.

Tabela 60 - Concentracdo da suspensdo de AgNp para cada uma das seis vacas tratadas contra mastite
por S. aureus

Animal (nimero) Concentracdo por animal ()
01 3,53
02 3,213
03 6,575
04 3,575
05 3,187
06 5,688

Uma vez aplicada a formulacdo, os animais passaram por avalia¢do clinica, com o intuito de
identificar eventual mastite quimica ou mesmo agravamento do quadro clinico de seis em seis
horas, seguindo as recomendac@es que normatizam ensaios clinicos de terapias contra mastite
contidas no Boletim 247 do International Dairy Federation (Throburn,1990).

Todas as etapas do processo de inoculacéo, avaliagdo clinica e tratamento com a suspenséo de
AgNp estéo descritas na Tabela 61.
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Tabela 61 - Descri¢do do cronograma com as etapas de inoculagéo,

vacas com AgNp

avaliacdo clinica e tratamento das

Procedimento

Data

Coleta p/ Microbiologia

Trés coletas com intervalo de uma
semana pré-inoculacao

Coleta p/ CCS 27/11/2017
Imagens termogréficas 28/11/2017 a 06/12/2017
Inoculacdo experimental 30/11/2017
Coleta p/ microbiologia 01/12/2017
Observacdo de sinais clinicos pds-inoculacéo e pré-tratamento 30/11/2017 a 03/12/2017
Coleta p/ microbiologia 03/12/2017
Coleta p/ CCS 03/12/2017
Tratamento ¢/ AgNp 03/12/2017
Coleta p/ microbiologia 04/12/2017
Observagdo dos sinais clinicos pos-tratamento 04/12/2017 a 08/12/2017
Coleta p/ CCS 07/12/2017
Coleta p/ microbiologia 08/12/2017
Coleta p/ analises de Ag em leite 04/12/2017 a 08/12/2017
Eutanasia dos animais 08/12/2017
Coleta p/ andlises de Ag em musculo, rim e figado 08/12/2017

2.6 Deteccao dos residuos de AgNp no leite das vacas tratadas com AgNp

Apo0s o tratamento em dose Unica com as AgNp, os animais foram avaliados por um periodo de
cinco dias, com coleta de 40 mL de leite na ordenha da tarde de cada quarto mamario. Em seguida,
as amostras foram congeladas e enviadas em caixas isotérmicas ao Laboratorio de Analise de
Alimentos da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG, para secagem em estufa a 105°C,
pré-digestdo com HNO;s . digestdo acida em bloco digestor, seguindo a mesma metodologia
descrita nos capitulos anteriores.

A anélise de provaveis residuos de Ag no leite foi realizada utilizando o ICP — OES (PerkinElmer,
Inc. 940 Winter Street Waltham, MA 02451 USA), de acordo com metodologia descrita por Silva
e Queiroz (2006).

2.7 Eutanasia e coleta de fragmentos de necropsia das vacas tratadas com AgNp

Apo0s cinco dias do tratamento com as AgNp, foram realizadas eutanasia e necrépsia para

verificagdo da distribuicdo da suspensdo de AgNp no Ubere e coleta de fragmentos de figado, rim
e musculo (Longissumus dorsi) para verificacdo de residuos de Ag no ICP-OES.

Coletaram-se fragmentos de glandula mamaria (AD, AE, PD, PE), teto (AD, AE, PD, PE),
pulméo, baco, linfonodos retro-mamario (esquerdo e direito), além de masculo, rim e figado para
histologia e verificacdo da presenca de AgNp em microscopio eletrdnico de transmissao.

A eutanésia foi realizada de acordo com a metodologia sugerida pelo CONCEA (2013), utilizando
aplicacdo de 1,5 mL/100 Kg de pv de cloridrato de xilazina a 2% por via intravenosa em dose
Unica, em seguida tiopental sddico na dose de 25 mg/Kg de pv por via intravenosa em dose Unica,
e para finalizar, 20 mL de cloridrato de lidocaina a 2% por via intracranial em dose Unica.
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As amostras de tecidos para leitura no ICP-OES foram acondicionadas em sacos plasticos e
armazenadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel para envio ao Laboratorio de Analise de
Alimentos na Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora - MG. No laboratério, as amostras de
figado, rim e masculo foram pesadas (10 g por amostra) e acondicionadas (em duplicata) em tubos
digestores de 75 mL. Apds secagem em estufa a 105°C, foram encaminhadas para uma pré-
digestdo com HNOs3 e apds 12 h digeridas, segundo a metodologia descrita no Capitulo 3. Apds a
finalizacdo do preparo, foram acondicionadas em frascos Pleion de 40 mL e, em seguida, foi feita
a leitura em equipamento de ICP - OES para verificar a presenca de residuo de Ag nas amostras.

As amostras destinadas a histologia e a leitura em microscdpio eletronico de transmisséo foram
acondicionadas (em duplicata) em criotubos em uma solucéo de formol.

2.8 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, sendo utilizados seis animais,
totalizando 24 quartos mamarios (seis quartos mamarios (PE) para o tratamento com AgNp e seis
quartos mamarios (AD) para o grupo controle). A unidade amostral foi quarto mamario, uma vez
que um Unico quarto mamario possui interdependéncia dos demais (Blagitz et al., 2015). As
varidveis qualitativas foram submetidas a estatistica descritiva para avaliacdo do resultado do
tratamento (curado ou ndo curado).

Em relagdo a avaliagdo da CCS, os resultados para as amostras foram avaliados apos
transformacdo em log de base 10 e avaliado pelo Teste t para comparacdo das médias entre 0s
diferentes dias de coletas, antes e depois da inoculacao e apds o tratamento.

3 Resultados

3.1 Diagnostico microbioldgico — Identificagdo dos microrganismos

Os resultados microbiolégicos de trés andlises pré-inoculacdo realizadas com intervalo de uma
semana, confirmaram que os seis animais do experimento estavam negativos para S. aureus. As
coletas e analises foram realizadas em todos os quartos mamarios. Porém, alguns animais
apresentaram infecgéo por outros microrganismos de menor interesse como o Staphylococcus ndo
aureus (SNA) e Streptococcus ambientais (Tabela 62).

Tabela 62 - Resultados das analises microbiol6gicas de trés coletas realizadas com intervalo de uma
semana em todos 0s quartos mamarios dos seis animais do experimento pré-inoculagao
Quartos mamarios

Animal AD AE PD PE
01
02 SNA
03 Streptococcus
ambiental
04
05 Streptococcus Klebsiella
ambiental
06 SNA SNA SNA
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3.2 Inoculacéo e mastite experimental

3.2.1 Avaliacéo clinica

Apbs 12 h de inoculacdo da amostra nimero 619 de S. aureus, obtida da Colecdo de
Microrganismos de Interesse do Agronegdcio da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG,
considerada de maior resisténcia contra os principais antimicrobianos testados no Laboratorio de
Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG, observou-se discreto
aaumento no tamanho e na temperatura do PE e AD de alguns animais. A confirmacéo dos sinais
clinicos da mastite induzida foi realizada 24 h apds a inoculagdo. Durante o teste da caneca de
fundo escuro no momento da ordenha, foram observados grumos e alteracfes visuais no leite dos
quartos inoculados.

Por meio do exame clinico realizado de 12 em 12 horas ap6s a inoculagdo, observaram-se
alteragdes nos dias subsequentes, com detec¢do da mastite clinica em todos os quartos inoculados
(Anexo 3).

3.2.2  Analises microbiolégicas

As andlises microbiolodgicas de leite dos quartos mamarios inoculados (AD e PE), coletado apds
24 h e 72 h, detectaram 100% de quartos positivos para S. aureus. Ap6s 24 h e no quinto dia apds
o tratamento com AgNp detectou-se também a presenca de S. aureus em 100% dos quartos
inoculados, e inoculados/tratados com AgNp.

3.2.3 Analises da CCS
Os resultados das amostras de leite coletadas pré-inoculacdo, pés-inoculagéo e pos-tratamento

(Tabela 63), demonstram que nao houve diferenga significativa (P = 0,999) entre as amostras de
leite coletadas para avalia¢do da CCS.
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Tabela 63 - Resultado das amostras de CCS coletadas pré-inoculagéo, pds-inoculagdo com amostra de S.
aureus e pos-tratamento com AgNp em niimeros absolutos e em Log de base 10

COLETAS
27/11/2017 03/12/2017 07/12/2017
VACAS Pré- inoculacéo Pés-inoculacéo Pos-tratamento
Log 10 C;_Co:(?ox Log 10 CCS x 1000 Log 10 CCS x 1000
01 AD 2,140 138 NR NR 3,113 1296
01 AE 2,560 363 2,668 466 3,069 1172
01 PD 2,551 356 2,695 495 3,066 1163
01 PE 2,544 350 3,978 9500 NR NR
02 AD 3,306 2023 3,367 2328 NR NR
02 AE 3,978 9500 3,798 6276 3,978 9500
02 PD 3,287 1938 2,910 813 NR NR
02 PE 3,309 2037 3,215 1640 NR NR
03 AD 3,153 1423 3,076 1191 3,978 9500
03 AE 2,718 522 2,307 203 2,648 445
03 PD 2,721 526 2,624 421 2,248 177
03 PE 2,775 595 3,452 2830 NR NR
04 AD 2,155 143 2,678 476 NR NR
04 AE 2,307 203 2,236 172 2,279 190
04 PD 2,107 128 2,068 117 2,146 140
04 PE 2,248 177 2,850 708 NR NR
05 AD 2,751 563 3,310 2042 NR NR
05 AE 2,882 762 2,303 201 2,984 964
05 PD 3,797 6273 3,280 1906 NR NR
05 PE 1,663 46 3,978 9500 NR NR
06 AD 2,255 180 3,706 5080 NR NR
06 AE 1,968 93 2,396 249 2,961 914
06 PD 1,763 58 2,354 226 2,661 458
06 PE 2,662 459 3,539 3460 NR NR

*NR = N&o realizado
Porém, nas amostras coletadas apds o tratamento com as AgNp nos quartos PE e AD de todos
0s animais ndo foi possivel fazer a leitura, pois a alta concentracdo de secre¢des no AD e a

presenca visivel de residuos de AgNp no PE, impossibilitaram a leitura das amostras pela
citometria de fluxo, havendo possibilidade de danos ao equipamento.

3.24 Imagens termogréficas

As imagens capturadas pela camera termografica antes (Figura 31 a e b) e depois da inoculacéao
experimental (Figura 32 a e b) demonstram que o processo inflamatorio evoluiu e é visivel o
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aumento da temperatura no AD, sendo observado um ligeiro aumento do fluxo sanguineo no
teto do quarto AD (Figura 32 b).

17.9 [SFLIR
(@) (b)

Figura 31 - Imagens termograficas do AD antes da inoculacdo experimental de Staphylococcus aureus
(amostra 619) em quartos mamarios de seis vacas

(@) (b)
Figura 32 - Imagens termogréaficas do AD ap0s a inoculacdo experimental de Staphylococcus aureus
(amostra 619) em quartos mamarios de seis vacas

3.25 Tratamento com AgNp

Apos o sétimo dia de inoculagdo experimental com S. aureus e o quinto dia de tratamento com
as AgNp, a avaliacdo clinica demonstrou cura clinica apenas em um dos quartos mamarios
inoculado (AD), sugerindo cura espontanea. Em relagdo aos seis quartos inoculados e tratados
com AgNp (PE), trés quartos mamarios, ou seja 50%, ndo apresentaram sinais clinicos da
inflamag&o. Em dois quartos mamarios houve diminuigdo dos sinais clinicos e em um Unico
quarto mamario, ndo houve presenca de grumos, mas o leite estava viscoso e com aspecto
alterado (Tabela 64).
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Tabela 64 - Presenca de alteragdes no leite durante avaliacdo com a caneca de fundo escuro no quinto dia
apos o tratamento com AgNp

Quartos mamarios
Animal AD AE PD PE
01 Muito grumo Sem alteracGes Sem alteragdes Pouco grumo
02 Sem alteracdes Sem alteracdes Sem alteragdes Sem alteragdes
03 Muito grumo Sem alteracGes Sem alteragtes Sem alteragdes
04 Grumo Sem alteracdes Sem alteragBes Leite viscoso
05 Grumo Sem alteracGes Sem alteragtes Sem alteragdes
06 Muito grumo Sem alteracdes Sem alteragdes Pouco grumo

Apesar da auséncia de alteragcbes em alguns quartos mamarios (Tabela 64), os resultados das
analises microbiol6gicas demonstram que 100% dos quartos inoculados e tratados com AgNp
continuaram positivos para S. aureus. No entanto, na checagem pelo teste da caneca de fundo
escuro no inicio da ordenha, foi observado que em alguns animais tratados, o quadro clinico foi
abrandado apds o quarto dia da aplicacdo das AgNp. Em relagdo ao quadro clinico geral dos
animais, ndo houve alterag6es significativas na temperatura corporal avaliada pela temperatura
retal. Houve apenas alteragdes na conformacgdo, tamanho e temperatura dos quartos mamarios e
tetos inoculados e tratados com AgNp (Anexo 3).

3.2.6  Deteccdo dos residuos de Ag no leite das vacas tratadas com AgNp

As anélises realizadas em equipamento de ICP — OES detectaram altas concentracfes de Ag a
partir da primeira coleta (24 h). Porém, no quinto dia de coleta (120 h), as amostras analisadas
apresentaram apenas concentragdes elevadas no PE com valores entre 3915,461 e 11629,065
ppb. Apenas trés amostras dos demais quartos ndo tratados (AD) apresentaram Ag no quinto dia
(120 h) de coleta, sendo 0 maior valor de 15,267 ppb (Tabela 65).
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Tabela 65 - Concentracdo de prata em leite de vacas com mastite, tratadas com AgNp na concentracdo de

2,5 mg/ L leite produzido. Tempo de coleta: 24; 48; 72; 96; e 120h ap6s o tratamento

Concentracdo de Ag

Animal 24 h (ppb) 48 h (ppb) 72 h (ppb) 96 h (ppb) 120 h (ppb)
01 AD 166,903 591,004 177,894 11,408 2,011
01 AE 24,258 137,094 ND ND ND
01 PD 68,780 1508,083 35,144 ND ND
01 PE 123,525 3998,048 477,864 6284,905 7736,248
02 AD 295,808 55,493 ND 118,579 ND
02 AE 462,932 ND 335,969 132,476 ND
02 PD 780,630 25,263 381,490 291,949 ND
02 PE 2230,714 1332,663 3498,351 1720,043 5532,543
03 AD 93,386 166,017 75,992 599,338 ND
03 AE 861,832 309,588 ND ND ND
03 PD 16,273 119,484 104,045 ND ND
03 PE 161,350 1339,323 1414,049 616,682 4575,005
04 AD 327,067 158,990 ND 40,681 14,832
04 AE 187,428 69,929 22,023 ND ND
04 PD 546,366 6,328 125,075 15,313 ND
04 PE 1945,679 4223,273 99,621 697,005 11629,065
05 AD 72,029 54,555 ND ND ND
05 AE 127,015 167,703 ND 11,344 ND
05 PD 15,596 14,035 ND ND ND
05 PE 320,283 2478,060 8392,336 4513,988 3915,461
06 AD 89,251 110,412 118,493 29,144 15,267
06 AE 330,173 275,181 25,827 288,342 ND
06 PD 517,188 75,503 106,128 9,858 ND
06 PE 1601,473 9882,001 1046,469 870,024 10157,410

*ND = ndo detectado

3.2.7 Eutanasia e coleta de fragmentos de necrépsia das vacas tratadas com AgNp

3.2.7.1

Leitura de amostras em ICP — OES de musculo, rim e figado das vacas tratadas
com AgNp

As amostras de musculo, rim e figado coletadas ap6s a eutanasia dos seis animais inoculados e
tratados com AgNp no PE foram analisadas em equipamento de ICP OES. O resultado
demonstrou presenca de residuos de Ag em altas concentracdes em todas as amostras de figado.
No masculo e no rim néo foi encontada nenhuma amostra com residuos de Ag (Tabela 66).
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Tabela 66 - Residuos de prata em musculo, rim e figado de vacas com mastite e tratadas com AgNp na
concentracdo de 2,5 mg/L de leite produzido. Tempo de coleta: 120h ap6s o tratamento.

Concentracdo de Ag

Amostra Musculo (ppb) Rim (ppb) Figado (ppb)
01 ND ND 1575,3865
02 ND ND 1069,366
03 ND ND 2384,937
04 ND ND 1368,035
05 ND ND 896,0755
06 ND *NR 541,112

*NR = Amostra ndo analisada
* ND = ndo detectado

4  Discussao

O resultado das andlises microbioldgicas realizadas antes do inicio do experimento demonstrou
gue os animais testados ndo eram portadores de S. aureus. Foram realizadas trés coletas com
intervalo de uma semana, de acordo como o preconizado pelo National Mastitis Council (NMC),
sendo que a cultura bacterioldgica pode ser considerada como padrdo-ouro quando comparada
com outros métodos de diagnéstico para a mastite (Py6rala, 2003). A coleta de duas ou mais
amostras fornecem dados mais consistentes a respeito da presenca de alguns microrganismos,
entre estes, S. aureus (Dohoo et al., 2011a; Dohoo et al., 2011b).

Porém, a presenga de alguns microrganismos foi detectada nas analises preliminares no inicio do
experimento, como Staphylococcus ndo aureus (SNA) e Streptococcus ambientais. Tal
observacdo era esperada, visto que os animais utilizados sdo provenientes de animais de descarte
do rebanho de gado puro do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite da Embrapa, em
Coronel Pacheco — MG e possuiam problemas de prolapso de esfincter, hiperqueratose e
extremidade de teto invertida, facilitando o acimulo de sujidades e a contaminagdo por alguns
microrganismos (Coban et al., 2009).

Como o foco do trabalho se concentra na avaliacdo do S. aureus, a presenca destes
microrganismos secundarios, aparentemente ndo interferiram no aparecimento de sinais clinicos
nas avaliacGes realizadas antes da inoculagdo experimental. Porém, 24 h ap6s a inoculagdo com
a amostra de S. aureus utilizada, observaram-se os primeiros sinais clinicos do processo
inflamatorio nos quartos mamarios inoculados (AD e PE), como aumento acentuado do tamanho
do linfonodo supramamario do lado esquerdo em uma das vacas; discreto aumento no volume e
na temperatura dos gquartos mamarios PE e AD em quatro animais. Porém, o aparecimento de
alteracOes sistémicas ou aumento de temperatura corporal ndo foi observado em nenhum animal.
De forma contraria, Lazzari et al. (2014) relataram perda de apetite em vacas inoculadas com
1000 UFC de amostras de S. aureus/quarto mamario a partir do terceiro dia de inoculagdo e
aumento da temperatura corporal em 100% dos animais. Da mesma forma, Bannermann et al.
(2004) detectaram febre a partir de 32 h, apds infec¢do experimental com S. aureus, sendo a
temperatura maxima registrada de 39,4°C. Atalla et al. (2009) observaram elevacdo de
temperatura em 60% das vacas inoculadas com S. aureus, cinco dias ap6s inoculagdo com S.
aureus. Porém, alteracdes sistémicas ndo foram detectadas por Petzl et al. (2008) e por Martins
Filho et al. (2007) apds inoculagdo com amostra de S. aureus, fato que também néo foi observado
neste estudo.
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Apos 48 h da inoculagéo experimental, os sinais do processo inflamatério evoluiram bastante,
sendo observado aumento dos quartos mamarios inoculados e dos tetos, bem como a presenca de
grumos no leite durante o exame do teste da caneca de fundo escuro, constatando a presenca de
mastite clinica nos 12 quartos inoculados. Ap6s 72 h, ou seja, antes do tratamento com as AgNp,
ocorreu maior agravamento dos sinais clinicos nos quartos mamarios inoculados, como aumento
da temperatura local e altera¢des visuais no leite, confirmando a presenca da mastite clinica por
S. aureus. A mastite é caracterizada como clinica quando ocorrem sinais evidentes de inflamagéo,
como edema do quarto afetado, aumento de temperatura, endurecimento e dor na glandula
mamaria, grumos, pus ou outras alteracbes das caracteristicas do leite (Santos e Fonseca, 2007;
Langoni, 2007; Barkema et al., 2009).

Apos o aparecimento dos sinais clinicos da mastite induzida pela inoculagdo de uma amostra de
S. aureus, a confirmacdo laboratorial do processo inflamatério foi realizada utilizando-se trés
diferentes métodos. Primeiro pela analise da CCS, que de acordo com os resultados ndo houve
diferenca entre as amostras coletadas pré-inoculacédo, apds a inoculacéo e apés o tratamento com
as AgNp. Sugere-se que ndo houve tempo suficiente para uma resposta do sistema imunolégico
produzir células de defesa, e assim, aumentar a CCS. De forma diferente ao que acontece com
Escherichia coli, a mastite causada por S. aureus se caracteriza por aumento mais moderado e
tardio da CCS, devido, em parte, a uma resposta limitada as citoquinas (Bannerman et al., 2004).
Porém, detectou-se presenca de alteragdes nas amostras de leite do AD e PE de todos os animais
na terceira coleta (dia 07/12), sendo assim ndo se pode afirmar com seguranca sobre as alteraces
nos valores da CCS apds o tratamento com as AgNp.

Como segunda opcao, foram feitas imagens termogréaficas que servem como suporte para
confirmacdo da evolucgéo do processo inflamatorio, visto que, antes da inoculacdo experimental
foram capturadas imagens do Ubere sadio que podem balizar as imagens capturadas apos a
inoculacdo. Quando se comparam imagens anteriores a inoculacdo experimental (Figura 37ae b),
observam-se fluxo sanguineo e temperatura do quarto mamario compativeis com a temperatura
corporal do animal. Apos a inoculagdo experimental (Figura 38a e b), ocorreu aumento da
temperatura do quarto mamario inoculado experimentalmente, chegando a 37,8° C e grande
aumento do fluxo sanguineo no teto AD. Este aumento da temperatura no quarto mamario
inoculado pela mastite é descrito na literatura. Hovinen et al., (2008) detectaram aumento de 1,0
a 1,5 °C em vacas com mastite induzida por Escherichia coli avaliadas por imagens termograficas.

A utilizagdo das imagens termograficas auxilia no diagndstico da mastite clinica ou subclinica,
por auxiliar na percepcdo e localizacdo de um processo inflamatério e o comprometimento de
tecidos. Segundo Davis e Silva (2004), o equipamento é capaz de detectar temperatura a partir
0,05 °C e as alteracdes provocadas durante o processo inflamatdrio interferem no padrdo
circulatério no local da provavel infecgdo. Desta forma, a imagem termografica é demonstrada
como um grafico de representacdo da radiacdo emitida pela pele, sendo em seguida transformada
em imagem visivel. Se houver alteracdes no fluxo sanguineo no local afetado ou em tecidos
adjacentes, ocorrera alteragdo e mudanca no padrdo de cor no termograma (Redaelli et al., 2013),
como demosntrado no teto do AD na Figura 38b.

De acordo com Polat et al. (2010), alteragdes da temperatura termogréfica do Ubere permitem a
deteccdo de mastites subclinicas com uma capacidade preditiva similar a do teste do CMT, sendo
uma alternativa quando ha impossibilidade de realizagdo de culturas microbioldgicas. Da mesma
forma, Rezende (2017) relata que imagens termograficas do Ubere e CCS estdo fortemente
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correlacionadas entre si, ou seja, quanto maior a temperatura do U(bere, maior CCS e
consequentemente, ocorréncia de mastite subclinica.

A confirmagcéo final do processo inflamatério e da mastite induzida por S. aureus foi realizada
pela analise microbioldgica do leite. Observa-se que 100% dos quartos mamarios inoculados
estavam positivos para o S. aureus apés a inoculacdo experimental. O sucesso na inducdo da
mastite era esperado, visto que a amostra utilizada é de grande viruléncia e resistente a grande
parte dos antimicrobianos utilizados na Medicina Veterinaria. Outro fator que contribuiu para a
eficiéncia do processo foi a quantidade de indculo utilizado (10000 UFC/quarto mamaério), muito
superior ao descrito por Lazzari et al. (2014), Martins-Filho et al. (2007) e Sladek et al. (2005)
gue inocularam 1000 UFC/gquarto mamario, 2000 UFC/quarto mamério e 4000 UFC/quarto
mamario, respectivamente, que possibilitou maior probabilidade de infec¢do e mastite induzida
por S. aureus, estabelecendo maior colonizacao da glandula mamaria.

Com o quadro de mastite clinica estabelecido ap6s 72 h da inoculacdo experimental, fez-se o
tratamento com a infusdo das AgNp no PE de cada um dos seis animais, sendo a dosagem de 2,5
mg/mL determinada por MIC. Porém, houve muita dificuldade para aplicacdo da suspensdo de
AgNp no quarto mamario. Mesmo com a utilizac&o do ultrassom para homogeneizar as AgNp no
veiculo utilizado para dilui¢do e, ainda, os cuidados de agitacdo antes da aplicacdo, houve rapida
sedimentacdo das AgNp. Nossas observacfes sugerem que a grande quantidade de AgNp
necessaria para cada quarto mamaério talvez ndo tenha atingido a por¢éo mais dorsal da glandula
mamaria. O fato descrito em relacéo a dificuldade de solubilizacdo das AgNp ja ocorreu durante
a preparacdo dos tubos de Caldo MH e das placas de Agar para a MIC. Observou-se também
dificuldade de solubilizagdo durante a exposicdo das celulas MAC-T as AgNp, nos testes de
toxicidade. Ap6s o tratamento, os animais foram avaliados clinicamente por palpacdo e analise
visual do quarto tratado e, ndo foi constatada nenhuma reacdo toxica ou mastite quimica.

Os resultados da aplicacdo das AgNp comecaram a ser observados no quarto dia ap6s o
tratamento, com diminui¢do dos grumos na caneca de fundo escuro, regressdo do edema e da
temperatura no quarto mamario tratado. A auséncia de grumos ou anormalidade no leite avaliada
pela caneca de fundo escuro foi observada em trés animais no quinto dia ap6s o tratamento,
sugerindo a cura clinica destes animais. De forma contréaria, houve nos quartos inoculados
experimentalmente e ndo tratado (AD), aumento dos sinais clinicos em trés animais, como
excesso de grumos no teste da caneca de fundo escuro, edema do quarto mamario e aumento de
temperatura local. Em dois animais, os sinais clinicos ficaram estaveis e no AD de uma das vacas
houve desaparecimento dos sinais clinicos de forma espontanea. De acordo com Pankey et al.
(1985), a taxa de cura espontanea em mastite por S. aureus é de 21%. Ja as taxas de recuperacdo
esponténea encontradas por Soback et al. (1990); Nickerson et al. (1991) e Faria et al. (1996),
variaram de 33% a 48%. Oliver et al. (2004) encontraram taxas de recupera¢do espontanea de
10,5%, sendo que em primiparas a cura espontanea é duas vezes maior do que em multipara
(Reeve-Johnson e Nickerson, 2017). Barkema et al. (2004) observaram taxa de cura entre 4 a 92%
para S. aureus e Oliver et al. (2004) encontraram 36% com uso prolongado de ceftiofur. Barkema
et al. (2006) descreveram que as taxas de cura para S. aureus variam consideravelmente e que
elas diminuem com o aumento da idade da vaca e em fungdo do nimero de coldnias bacterianas
no leite antes do tratamento. No Brasil, Malacco et al. (2013), usando o cefalénio anidro como
tratamento para vaca seca, relataram taxa de cura de 70% para S. aureus.

Todos estes fatores citados relacionam-se com os animais avaliados, pois as seis vacas inoculadas
e tratadas com AgNp ja possuem mais de quatro lactacGes e foram induzidas por inoculagéo
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experimental de S. aureus em concentra¢éo de 10.000 UFC/quarto mamério. Estes fatores podem
contribuir para o agravamento dos sinais clinicos e a dificuldade de cura. Os autores supracitados
também relatam que a mastite por S. aureus nos quartos posteriores tem baixa taxa de cura em
relagdo aos quartos anteriores.

Varios autores (Nickerson et al., 1991; Barkema et al., 2006; Gabadage et al, 2017) citam que o
tratamento da mastite clinica durante a lactacdo é muito variado, sendo as taxas de recuperac¢éo
de 40% a 70%. Os valores citados sdo devidos as diferencas na susceptibilidade de véarios
microrganismos as drogas, a duragdo do processo infeccioso antes do tratamento, a idade do
animal, ao grau de lesdo do tecido glandular e do tipo de resposta inflamatdria da glandula
mamaria diante da agressao causada pelos diferentes patdégenos (Beer, 1988). A citagdo anterior
é observada no presente estudo, pois a cura clinica de 50% dos quartos mamarios tratados com
AgNp ndo se confirmou através da analise microbiologica.

O fato de ser utilizada uma amostra de grande resisténcia aos antimicrobianos geralmente
utilizados na Medicina Veterinaria, a maior capacidade de viruléncia pode ter influenciado a
eficiéncia do tratamento, visto que S. aureus geralmente se caracteriza pela capacidade de
colonizar o tecido mamario e sobreviver dentro de células epiteliais, macréfagos e até mesmo
neutrofilos (Gresham et al., 2000; Hébert et al., 2000; Lowy, 2000; Qazi et al., 2004). Associam-
se a estes fatores, a caracteristica de S. aureus de formar abscessos encapsulados em porgdes
superiores do Ubere, desenvolvendo uma forma subclinica que dificulta a cura bacteriolégica
durante lactacdo. Neste caso, se ndo houver tratamento, durante a secagem, estas bactérias podem
resistir a totalidade do periodo seco e retornar na lactagao seguinte. Em média, é possivel eliminar
90 % das infecgBes causadas por Streptococcus agalactiae e 70 % por S. aureus com o tratamento
no periodo seco (Naztke, 1971).

E importante destacar que alguns agentes antimicrobianos convencionais nio conseguem
atravessar determinadas membranas celulares, tornando-os ineficazes para o tratamento de
agentes patogénicos intracelulares (Yah e Simate, 2015). A utilizacdo de AgNp de tamanho
inferior a 50 nm, supostamente poderia ter uma penetracdo maior e ser mais eficiente contra S.
aureus, pois teria maior capacidade de atingir a célula alvo.

Além dos aspectos ja mencionados, outros fatores podem estar relacionados ao insucesso na cura
microbiologica. Nossos achados in vitro com a mesma amostra utilizada neste ensaio
demonstraram eficacia em 100% das col6nias em uma dosagem de 2,5 mg/mL de AgNp. Cho et
al. (2005), Ruparelia et al. (2008), Dehkordi et al. (2011) e Sadeghi et al. (2012) relataram grande
eficiéncia das AgNp contra S. aureus em estudos in vitro. Porém, com AgNp de tamanho inferior.
J& Ayala-Nufiez et al. (2009) encontraram, in vitro, resultado semelhante aos nossos achados com
a mesma nanoparticula comercial utilizada no experimento. Gavilanes (2010) obteve excelentes
resultados in vitro e in vivo com AgNp de menor tamanho e com uma dose bem menor. Yuan et
al. (2017) afirmaram que o efeito é dependente do tamanho da nanoparticula, sendo que o uso de
AgNp de menor tamanho leva ao estresse oxidativo das células e diminui as defesas antioxidantes.
Portanto, particulas menores sdo mais eficazes devido a maior superficie de contato; porém, sdo
mais toxicas.

Como ja discutido anteriormente, a necessidade de grande quantidade de AgNp e o valor muito

alto da MIC sugerem questionamentos a respeito da eficiéncia da AgNp de 100 nm utilizada para
controle in vivo do S. aureus.

168



Fatores associados a dilui¢do e dispersdo das AgNp no quarto mamaério tratado também devem
ser considerados, pois foi observado durante a execucdo da MIC no primeiro capitulo, que as
AgNp utilizadas ndo dispersam bem nos meios tradicionalmente utilizados em microbiologia,
sendo que para a confeccdo das placas de AgNp em Agar BHI, foi necessario resfriar
imediatamente a suspensdo apds serem sonicadas e vertidas. Caso contrario, as AgNp
sedimentariam e ndo haveria placas homogéneas.

No ensaio in vivo, a partir da primeira ordenha ap6s o tratamento, foi observado que nos quartos
mamarios tratados com AgNp ndao “vazavam” leite momentos antes da ordenha, pois, o
extravasamento de leite momentos antes da ordenha ocorreu em todos os animais nas trés semanas
gue antecederam o experimento, principalmente nos quartos mamaérios PD e PE. Em uma
avaliacdo mais detalhada do ocorrido, foi constatado que as AgNp estavam sedimentando no final
da cisterna do teto no PE, obstruindo o esfincter e dificultando a saida do leite. Para comprovacao
desta teoria, injetaram-se 200 pL de ocitocina em duas vacas e foi observado que néo saia leite
no PE tratado com AgNp, ao passo que no PD, que ndo foi tratado, o leite saia com intensidade,
sem compressao fisica manual.

Ap06s uma compressdo manual no teto do PE, observou-se que era necessaria uma pressao maior
para ordenhar o leite, e antes da saida do leite, 0 quarto mamario tratado secretava uma substancia
viscosa impregnada de prata de coloragdo azulada. Foi observado também, que durante a coleta
de leite, para avaliagdo da presenca de residuos de Ag, a mesma substancia sedimentava no fundo
do frasco, apds alguns minutos da coleta.

O fato descrito em relagdo a ndo ejecédo do leite pré- ordenha, juntamente com a presenca de AgNp
sedimentadas no frasco de leite apos a coleta, sugerem que as AgNp estavam sedimentando dentro
do quarto maméario e, provavelmente, ndo atingiram o apice da glandula mamaria. A provavel
auséncia de uma concentracdo adequada de AgNp na parte superior da glandula maméria pode
favorecer o estabelecimento de uma infeccdo pelo S. aureus e isso permite que no interior da
glandula maméria o S. aureus produza fatores anti-fagociticos que inibam ou reduzam a agao dos
neutréfilos e causem lesbes nas células epiteliais secretoras, aumentando a disseminacdo do
microrganismo e facilitando a penetracdo no interior da glandula mamaria. Desta forma, as lesdes
resultam em encapsulamento, granulomas e microabscessos que interferem na acdo dos
antimicrobianos (Middleton, 2003).

Portanto, nossos achados sugerem que as condi¢des anatdmicas e fisioldgicas dos animais
utilizados neste experimento diminuem a probabilidade de cura. Além disto, a baixa solubilizagdo
e dispersdo das AgNp favorecem a sedimentagdo e dificultam a ocorréncia de niveis terapéuticos
adequados em toda a glandula maméria.

Em relacdo a toxicidade e a producdo de residuos de Ag no leite, detectou-se alta concentracao
de Ag no primeiro dia (24 h) ap6s o tratamento com AgNp.

A maioria dos animais apresentou a maior concentracdo de Ag nos quartos mamarios ndo
tratados (AD, AE, PD) no segundo dia (48 h). A partir do terceiro dia (72 h), as concentra¢fes
de Ag comecaram a diminuir nos quartos ndo tratados, e no quinto dia (120 h), foi detectada Ag
nos quartos ndo tratados, em apenas trés vacas, sendo todos no AD, com o maior valor de 15,267
ppb. A deteccdo de Ag no AD ap06s o quinto dia demonstra que o processo inflamatdrio oriundo
da inoculagdo experimental favoreceu um maior fluxo sanguineo e o acimulo de residuos no
quarto mamario.
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Quando se compara a quantidade de AgNp aplicada no quarto mamario de cada um dos animais,
observa-se que a vaca que recebeu a maior quantidade de AgNp foi a que apresentou a maior
concentracao de residuo no leite, fato esperado, pois durante as coletas de leite para analises de
CCS e de residuos para leitura no ICP OES, o quarto mamario do animal citado, deixava uma
maior quantidade de residuo no frasco com leite. As amostras dos outros animais também
seguiram a mesma logica em relacdo a quantidade aplicada e de residuo observada no frasco de
leite.

A maioria dos antimicrobianos comerciais utilizados para controle da mastite possuem caréncia
variando entre dois e seis dias. Ao contrario dos medicamentos tradicionais, as AgNp utilizadas,
provavelmente possuem um periodo de caréncia muito mais alto, visto que no quinto dia os
valores de residuos séo bastante expressivos no PE. Desta forma é sugestivo que a prata pode
estar acumulando no &pice da glandula mamaria nas primeiras horas ap6s a aplicacdo e
posteriormente comeca a precipitar na cisterna da glandula, ocorrendo um aumento da
quantidade de residuos apds o quinto dia.

Apo6s a eutanasia e necropsia, nao foi detectada Ag no rim e nem no musculo dos animais
tratados com AgNp. No figado, no entanto, todas as amostras estavam positivas para residuos
de Ag em analise no equipamento de ICP OES.

De acordo com Klein (1978), estima-se que apenas 10 % dos compostos de Ag coloidal ingeridos
séo absorvidos pelo corpo, e 2 a 4% sdo retidos nos tecidos. Porém, nossos achados sao inferiores
a estes numeros. Cada animal recebeu em média 3,5 g de AgNp, mas apenas uma média de 1.500
ppb foi detectada no figado, correspondendo apenas a 0,0428 % do que foi aplicado no quarto
mamario. A realizacdo de analise de todos 0s 6rgéos e tecidos para mensurar a quantidade de
residuo em cada animal seria necessaria.

Uma observacao contraditéria em nossos achados é a afirmacdo de que o rim (Wen et al., 2017)
e 0 musculo (Van Der Zande et al., 2012) sdo alguns dos 6rgdos de maior acimulo de Ag,
juntamente com o figado. Neste trabalho, ndo foram observados residuos de Ag no rim e no
mausculo.

Austin et al. (2012) afirmam que as AgNp afetam o pulméo, figado, baco e rim, penetram também
no sistema nervoso central (SNC), e entram na circulacdo porta hepatica, no sistema linfatico ou
no figado (Gaillet e Rouanet, 2015), confirmando que o figado ¢ um dos 6rgdos principais de
acumulo de Ag.

5 Conclusao

A utilizag8o das AgNp (Sigma-Aldrich (cat. n° 576832) - (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
com 100 nm néo foi eficiente para o tratamento de vacas com mastite induzida por S. aureus
durante a lactacdo. Apesar do desaparecimento dos sinais clinicos em alguns animais, as analises
microbiol6gicas demonstraram que ndo houve cura microbiolégica em nenhum dos quartos
mamarios tratados.

O uso de AgNp na glandula mamaria, aparentemente, ndo causa nenhum prejuizo ao tecido
mamario, pois ndo foi detectada nenhuma lesdo ou injuria fisica causada pelas AgNp. Porém,
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analises histoldgicas mais detalhadas devem ser realizadas para avaliagdo de provaveis efeitos
toxicos das AgNp nas células alveolares.

A grande quantidade de residuo de Ag no leite (PE) e no figado dos animais tratados ap6s o quinto
dia de tratamento sugere uma avaliacdo mais criteriosa do periodo de caréncia e da viabilidade do
seu uso para tratamento da mastite durante o periodo de lactacdo. Novas pesquisas devem ser
realizadas para avaliagdo durante o periodo seco. Nossos achados demonstram uma possibilidade
do uso das AgNp como selante de teto associado a um antimicrobiano ou apenas como uma
barreira fisica, sendo necessarias mais pesquisas para comprovacao desta hipotese.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo das AgNp Sigma-Aldrich (cat. n° 576832) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) com
100 nm para tratamento da mastite por S. aureus deve ser bem avaliada, pois a dificil solubiliza¢do
e estabilizacdo das AgNp foi comprovada em varios ensaios durante a execuc¢do do nosso trabalho
em laboratério e a campo.

Na preparagdo da MIC foi observado que as AgNp néo solubilizam em Caldo MH, sendo
necessario outro meio de cultura, como o 4gar BHI. Porém, deve haver uma adaptacdo para o uso
do &gar BHI para confecgdo de placas adicionadas de AgNp, pois se ndo houver um resfriamento
imediato, as AgNp sedimentam no fundo da placa. Os fatos mencionados somam-se a dificuldade
de diluigdo das AgNp em Ringer Lactato durante o tratamento das vacas com as AgNp. Neste
sentido, o resultado negativo para tratamento da mastite por S. aureus de vacas em lactacdo torna
necessaria uma avaliacdo mais criteriosa a respeito do uso das AgNp para tal finalidade. Sugere-
se a realizacdo de novas pesquisas para avaliagdo desta estratégia de tratamento durante a lactacdo
e avaliagdo de um possivel tratamento com as AgNp durante o periodo seco.

Deve-se pensar em alternativas para o tratamento da mastite por S. aureus com AgNp inferiores
a 50 nm. A literatura descreve que a utilizagdo das AgNp de menor tamanho possibilita uma
dosagem mais baixa e uma maior facilidade de solubilizagdo em meios de cultura para realizacéo
de MIC, avaliacéo dos testes de toxicidade e tratamento de animais contaminados pela mastite.

Quanto aos efeitos tdxicos avaliados in vitro, a dificuldade de solubilizagdo das AgNp para
exposicdo das células MAC-T impossibilitou a determinagdo das doses tdxicas, pois ndo foi
possivel determinar se a morte dessas células foi por compressdo ou por efeito toxico das AgNp.

O processo de validacdo de uma metodologia para determinagdo de Ag em leite, musculo, rim e
figado, comprovou que o uso da pré-digestdo com HNO3 por um periodo de 12 h é fundamental
para um bom processo de digestdo. A introducdo do HCI durante o aquecimento das amostras,
digere a gordura de maneira satisfatéria e finaliza o processo de digestéao.

Os requisitos como linearidade, seletividade e especificidade, precisdo, acuracia, limite de
deteccdo e limite de quantificacdo ficaram dentro dos parametros legais estipulados pela
legislacdo nas quatro matrizes avaliadas. Porém, o método se mostrou robusto nas amostras de
leite e musculo bovino. No rim e no figado, 0 método néo se mostrou robusto em relagdo a pre-
digestdo de apenas 6 h e em amostras congeladas.

Portanto, a utilizagdo do método de digestdo e do equipamento de ICP OES para leitura das

amostras, além de serem eficientes, é rapido, simples, de baixo custo e ndo necessita de uma
estrutura sofisticada para digestdo e abertura das amostras.

177



7 ANEXOS
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Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Em.zpa

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “DETERMINAGAO DA EXCREGAO E
BIODISTRIBUIGAO DE PRATA NANOPARTICULADA (COLOIDAL)
ADMINISTRADAS PELA VIA INTRAMAMARIA EM BOVINOS”, Protocolo N°
14/2015, sob a responsabilidade de Humberto de Melo Brandado - que envolve a
producdo, manutencéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Gado de Leite, em reunido de
15/05/2015.

Vigéncia do Projeto De 01/10/2015 a 30/09/2017

Espécie/Linhagem Bos taurus/Bovino

N° de Animais 6

Peso/ldade = 500 Kg/4 anos

Sexo Machos () Fémeas (x)

Origem Biotérios da Embrapa Gado de Leite ( x) Frigorifico ( )
\ss ="K

Jodo Batista Ribeiro
Secretario Administrativo da CEUA/EGL

Embrapa Gado de Leite
Rua Eugénio do Nascimento, 610 — Bairro Dom Bosco — 36038-330 Juiz de Fora/MG
Telefone: (32) 3311-7405 Fax: (32) 3311-7401 ¢npgl.ceva@cnpgl.embrapa br
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Anexo 4: Avaliacio clinica nos animais apos inoculaciio com Staphylococcus aureus e tratamento com AgNp as 6:00 he 18:00 h

Animal 01/12 02/12 03/12 04/12 05/12 06/12 07/12 08/12
1695 1 discreto t°C 1 discreto t°C Sem alter. Sem alter. Sem alter. Sem alter.; Sem alter . Sem alter.;
M) PE e AD; PE e AD; T=38,0°C T=37:7°C T=37,9°C T=37.5°C€ T=37,6°C T=37,7°C

T=372°C; T =37,4°C,
1695 1 discreto t°C 1 discreto t°C Sem alter. Sem alter. Sem alter. Sem alter.; Sem alter.;
(T) PE e AD; PE e AD; T=38,6°C T=38,3°C T=38,4°C T=38,3°C T=38,0°C
T=37.1°€ T =37,9°C;
2132 Discreto 1 PEe | Discreto 1 PEe | Discreto 1 Discreto 1 Sem alter. Discreto 1 PE; Discreto 1 PE; Discreto 1 Mama
M) AD; AD; t°C PE t°C PE T=37,8°C T=37.7°C T=38,3°C PE e AD;
T=37,2; T=37.5; T=37.8 °C T=37,4°C Apresentou cio T=37,7°C
2132 Discreto 1 PEe | Discreto 1 PEe | Discreto 1 Discreto 1 Sem alter.; Discreto 1 PE; Discreto 1 PE;
(T) AD; AD; t°CPE t°C PE T=38,1°C T=37:8 %G T=38,7°C
T=373%¢ T=37.9; T=38,3 °C T=38,2°C Apresentou cio
223 1 LE; discreto t | 1 LE; discreto 1 | 1LE; 1t°CPEe | 1LE; 1t°CPEe | 1 LE; 1 PE YLE: 1t LE damama PE; | 1 LE;
M) PE e AD; PE e AD,| AD; AD; e AD; T=37,0°C T=37,3°C T=37,3°C
T=37,4°C, T=36,6°C, T=37.1°C T=37,3°C T=37.1%¢C
223 1 LE; discreto t | 1 LE; discreto T | 1LE; 1t°CPEe | 1LE; 1t°CPEe | 1 LE; 1t°C 1t LE; 1 LE da mama PE;
(T) PE e AD; PE e AD,| AD; AD; PE e AD; T=37,9°C T=37,7°C
T=37,2°C T=387.2°C; T=38,2°C T=38,9°C T=37.8°C
5117 Sem alter. Sem alter. Discreto 1 T2 PE: Sem alter ; Sem alter.; Sem alter ; Sem alter.;
()] T=36,9°C T=37.1°C t°C PE; T=373°€ T=37.1°€ T=37,3%¢ T=37.22€ T=37,1°C
T=37.1°C
5117 Sem alter. Sem alter. Discreto 1 TTCPE. Sem alter ; Sem alter.; Sem alter ;
(T) T=37.1°C T=37.7°C t°C PE; T=39,4°C T=37,9°C T=38,1°C T=37,6°C
T=38,1°C
1215 1 tam. e t°C no 1 tam. e t°C no 1 tam. no PE; 1 tam. no PE; 1 tam. no PE | tam. no PE Sem alter.; Discreto 1 PE;
M) PE; 1 t°C AD PE; 1 t°C AD T=37,9°C T=37,8°C e da mama, e da mama, T=37,5°C T=37.8°C
T=38,3°C T=38,2°C T=37,8°C T=37,6°C
1215 1 tam. e t°C no 1 tam. e t°C no 1 tam. no PE; 1 elev. tam. no | 1 tam. no PE | tam. no PE Sem alter;
() PE; 1 t°C AD PE; 1 t°C AD T=38.22¢; PE e da mama; e da mama; e da mama; T=37,8°C
T=37,9°C T=38,5°C T=38,2°C T=38,3°C T=38,4°C
215 1 elevado PE; 1 elevado PE; 1 elev. PE; t 1 elev. PE; 1 1 elev. PE; 1 taman. PE; 1 taman. PE; Discreto 1 PE;
()] T1t°CPEe AD; | 1t°CPEeAD; |t°CPEe AD; t°C PE e AD; T=37.5%¢ T=36,8°C T=36,9°C T=37,4°C
T=38,1°C T=37,3°C T=37,4°C T=37,4°C
215 1 elevado PE; 1 elevado PE; 1 elev. PE; 1 1 taman. PE e da | 1 taman. PE; 1 taman. PE; 1 taman. PE;
(T) Tt°CPEe AD; | 1t°CPEeAD; |t°CPEe AD; mama; T=38,2°C T=37.6°%€ T=37,5°C
T=37,8°C T=37,6°C T=38,0°C T=38,3°C
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