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RESUMO

Contexto: organofosforados e carbamatos sdo produtos quimicos utilizados na agricultura
com potencial para causarem contaminacdo nos seres humanos e que contribui para o
desenvolvimento de lesBes teciduais. Objetivo: desenvolver um biossensor colorimétrico para
detectar contaminacdo por organofosforados e carbamatos em amostras de urina de residentes
rurais que trabalham com a cadeia de producdo de morangos. Método: é um estudo primaério,
observacional, analitico, prospectivo e transversal, participaram da pesquisa 75 agricultores
das cidades de Bom Repouso e Pouso Alegre, que trabalhassem no manuseio direto com
carbamatos e organofosforados. No estudo in vivo, em um recipiente de vidro foi colocado 8
ML de acetilcolinesterase e mais 8 pL do reagente Ellman's (DTNB), e em seguida adicionado
10 pL da amostra de urina. Essa mistura ficou sob reacdo por 20 minutos, quando foi
adicionado 20 pL de acetilcolina. Durante cinco minutos observou-se se havia a coloracao de
amarelo da reacdo para 0s casos de ndo contaminacgdo por agrotdxico, e incolores para 0s
casos de contaminacdo. Todas as amostras avaliadas pelo biossensor foram comparadas com o
teste bioguimico de colinesterase plasmatica. Resultados: o biossensor diagnosticou 11
agricultores com contaminacdo, dos quais 4 foram confirmados pelo teste da colinesterase
plasmaética no sangue, dois ficaram na zona limitrofe dos valores de referéncia e cinco deram
como contaminacao falsa positiva. Todas as avaliacfes de ndo contaminacdo pelo biossensor
foram confirmadas pelo teste padrdo de colinesterase plasmatica. Conclusdo: o biossensor
mostrou ser confiavel e seguro para triagem de contaminacdes de moradores de zona rurais

pelos grupos quimicos dos carbamatos e organofosforados.

Palavras-chave: Biossensor. Acetilcolinesterase. Morango. Organofosforados. Carbamatos.



ABSTRACT

Context: organophosphates and carbamates are pesticides used in agriculture with the potential to
cause contamination in humans. Objective: to mount a colorimetric biosensor for qualitative screening
of organophosphates and carbamates contamination in urine samples of rural residents who work with
the strawberry production chain. Material: 75 people, including farmers and residents of Bom
Repouso and Pouso Alegre, who worked in the direct or indirect handling of carbamates and
organophosphates, were included in this study. 8 ul of acetylcholinesterase and 8 pl of Ellman's
reagent (DTNB) were placed in a glass récipient , and then 10 pl of the urine sample was added. This
mixture was under-reacted for 20 minutes when 20 ul of acetylcholine was added. For five minutes it
was observed if there was the yellow staining of the reaction for the cases of non-contamination by
pesticide, and colorless for the cases of contamination. All samples evaluated by the biosensor were
compared with the clinical test of plasma cholinesterase. Results: contamination was reported in 11
farmers, four of whom were confirmed by blood plasma cholinesterase test, two were in the borderline
reference range, and five were found to be false positive contamination. All evaluations of non-
contamination by the biosensor were confirmed by the standard plasma cholinesterase assay.
Conclusion: the biosensor showed to be reliable and safe for the screening of contaminations of rural
inhabitants by the chemical groups of carbamates and organophosphates.

Keywords: Biosensor. Acetylcholinesterase. Strawberry. Organophosphate. Carbamates
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1 CONTEXTO

1.1 A producao de morango.

No Brasil, a producdo total do morango alcangou, em 2011, 133 mil toneladas e
ocupou 3.718 hectares de area (EMATER, 2011). Para 2015, foram previstos, 105 mil
toneladas da fruta; algo em torno de 30 toneladas/hectare (ha), podendo dobrar esses numeros
em lugares que tenham culturas mais tecnificadas (REISSER JR; ANTUNES, 2014). Apesar
de ndo configurar como uma das principais “commodities” no cenario comercial brasileiro e
do mundo, o investimento em tecnologia é constante na busca por maior produgdo e menor
numero de problemas fitossanitarios, principalmente em pequenas propriedades. A introducéao
de variedades mais resistentes, utilizacdo de novas tecnologias e 0s avancos da
comercializacdo e as condi¢bes climaticas favordveis ao cultivo sdo fatores que
impulsionaram a produgdo de morango no pais (DUARTE FILHO, 2006; FACHINELLO,
2011).

Minas Gerais foi o primeiro estado a produzir morango (Fragaria ananassa),
seguido do Parand, Rio Grande do Sul e Sao Paulo (FAEMG, 2016). O cultivo dessa fruta é
de consideravel expressdo econdmica para esses estados e também para o Espirito Santo
(PEREIRA et al., 2013) e Santa Catarina que produzem em menor quantidade. O cultivo do
morango pode ser encontrado em aproximadamente 106 municipios brasileiros (REISSER JR;
ANTUNES, 2014).

O maior produtor do pais em 2011 foi Minas Gerais, a producédo alcangou 72 mil
toneladas de morango em 1.790 hectares (EMATER, 2011). J& em 2012, a area plantada
aumentou para 1.926 hectares (ha) e a colheita chegou a 89,4 mil toneladas (EMATER,
2013). O Sul de Minas é a principal regido produtora do estado, tendo como destaques 0s
municipios de Espirito Santo do Dourado com 270 ha; Estiva com 234 ha; Bom Repouso e
Senador Amaral, 200 ha e Pouso Alegre com 144 ha (FAEMG, 2016).

1.2 O cenério agricola e a exposi¢cdo do agricultor aos agrotoxicos aplicados na cultura
do morango.

Os agrotoxicos sdo uns dos mais importantes fatores de riscos para a saude
humana. Trabalhos cientificos tém relatado preocupac6es de pesquisadores e instituicdes com
as elevadas concentracdes de agrotoxicos em amostras de morango analisadas pela ANVISA,
as quais demostraram que desde 2002, ela encontra-se no ‘“ranking” das frutas mais

1



contaminadas no Brasil (OSHITA, JARDIM 2012; OSHITA, JARDIM 2015). Os ultimos
resultados apresentados no relatorio do Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos (PARA) no ano de 2012, o morango foi o alimento com o maior grau de
contaminacdo entre as amostras analisadas, sendo que do percentual de 59% de insatisfacdo
das amostras, 38% delas estavam contaminadas com agrotoxicos ndo autorizados para a
cultura, 6% estavam acima dos limites maximos permitidos para os agrotoxicos liberados e
15% apresentavam as duas irregularidades. Mais preocupante ainda € o relato de mais de 30
ingredientes ativos que nao sdo permitidos para uso no cultivo do morangueiro, entre 0s quais
estdo o metamidofds e endossulfam que foram proibidos para uso no Brasil, além de captana,
carbendazim e clorpirifés que possuem uso restrito (ANVISA, 2013).

Quase todos os funcionarios e patrdes que trabalham em uma lavoura de morango
tem contato direto ou indireto com agrotoxicos, seja no preparo da calda quimica para a
aplicacdo do produto, na aplicacdo dos pesticidas ou mesmo em ambas. O tempo médio de
exposicao do funcionario que faz a aplicacdo dos produtos quimicos é de quase duas horas por
aplicacdo (MESQUITA FILHO; PEREIRA 2011).

Os organofosforados e carbamatos, a partir da década de 70, passaram a serem 0S
pesticidas mais utilizados no mundo. Desde entdo, tém aumentado drasticamente os casos de
intoxicacdo por efeitos toxicos pela exposi¢cdo aguda ou crdnica, mesmo em baixas doses. Um
dos principais desafios para enfrentar a contaminacdo por agrotdxico € compreender mais
profundamente sua acdo, tanto sobre 0 meio ambiente quanto sobre a satde humana (BEDOR,
2008). No Sistema de Informagdes sobre Agrotoxicos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA) estdo registrados 38 substancias ativas da classe dos organofosforados,
entre eles, acefato, bromofds, clorpirifds, diazinona, diclorvés, etoprofés, fenclorfos, fentiona,
malationa, metamidofos, parationa metilica, pirimifés e temefés (ANVISA et al., 2013). No
entanto, ndo séo todos liberados ou registrados para o uso no cultivo do morango.

Os organofosforados (OPs), historicamente usados como inseticidas e como
agentes quimicos de guerras, sdo de grande importancia para a satde publica, por sua elevada
toxicidade. O metamidofds, a parationa metilica, o fosmete, o forate, o triclorfom, o
carbofurano, 0 monocrotofos, o clorpirifos e o acefato pertencem ao grupo quimico dos OPs,
e alguns foram incluidos no processo de reviséo de seus registros pela ANVISA. Os OPs séo
inibidores irreversiveis da acetilcolinesterase (AChE) e provocam efeitos toxicos sobre 0s
diferentes sistemas dos seres vivos a eles expostos (EDWARDS; TCHOUNWOU, 2005),



Os carbamatos sé@o utilizados como inseticidas e herbicidas. Entre eles, profam,
clorprofam, barban, asulam, carbutilato, clorbufam, desmedifam, suepe, carbaril e
carbofurano (GALLI et al., 2006).

Os efeitos dos carbamatos e organofosforado sobre o SNC incluem cefaleia,
tonturas, inquietagdo, ansiedade, insonia, confuséo, tremor, disartria, ataxia, e, em casos
graves, convulsdes, coma e depressdo do centro respiratério. A fraqueza e paralisia
musculares sdo de particular relevancia, uma vez que podem culminar em paralisia
respiratoria e morte. As intoxicacdes severas por organofosforados resultam numa paralisia
despolarizante, precedida por espasmos musculares e fasciculagdes. Frequentemente, é
necessaria ventilagdo mecanica uma vez que pode ocorrer paralisia dos muasculos estriados
intercostais e diafragmaticos, outras doencgas podem ocorrer no SNC, tais como, Alzheimer e
Parkinson (KING e AARON, 2015).

Grande nimero de intoxicacdo se deve principalmente ao uso inadequado de
agrotoxicos, por ndo serem seguidas as recomendacdes dos roétulos e bulas dos produtos, por
ndo utilizarem os equipamentos de protecdo individual, por falta de acesso a informacéo
técnicas dos produtos, pelo facil acesso aos produtos mais perigosos e a falta de capacitacédo
para seu uso (GARCIA e FILHO, 2005).

Diante dos sintomas descritos e da alta mortalidade que é atribuida ao trabalho
rural, faz-se necessario o estabelecimento de determinadas normas para que sejam reguladas
todas as etapas que envolvam a utilizacdo desses insumos. Em geral, leva em conta na
atualidade, apenas a utilizagdo de novas substancias para pesquisa, desenvolvimento de novos
produtos e culminam com o descarte final de embalagens (TERRA, 2008; VERGER e
BOOBIS, 2013). A exposi¢do ocupacional do agricultor é vista como uma preocupacao, mas
com poucos trabalhos direcionados para solucdo dessa problematica, tanto pelas
universidades, como também pelas indUstrias e pelos 6rgdos responsaveis pela fiscalizacdo
dessa atividade (TERRA, 2008; VERGER e BOOBIS, 2013).

A intoxicacdo aguda por inibidores da acetilcolinesterase como 0s
organofosforados e carbamatos foi descrita como a causa responsavel por mais mortes do que
qualquer outra classe quimica (KING; AARON, 2015). Estes compostos sdo particularmente
preocupantes nos paises em desenvolvimento, onde pesticidas altamente toxicos estdo
facilmente disponiveis e estdo na base de exposicdes acidentais (GUNNELL et al., 2007).

Em um estudo sobre as substancias aplicadas na agricultura foi revelado para os
agrotoxicos mais utilizados no campo, 87% possuem potenciais carcinogénicos e 7% séo
potencialmente pré — carcindgenos, indicando uma evidente situacdo de vulnerabilidade para

o0 cancer de pele e suas lesdes (BEDOR, 2008). Em marco de 2015 a Agéncia Internacional de
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Pesquisa em Cancer (IARC) realizou uma publicacdo na IARC volume 112, onde foram
classificados cinco ingredientes ativos de agrotoxicos como potencial de carcinogenicidade,
sdo eles: o herbicida glifosato e os inseticidas malationa e diazinona como provaveis agentes
carcinogénicos, além dos inseticidas tetraclorvinfés e parationa como possiveis agentes
carcinogénicos. Desses a malationa e a diazinona e o glifosato sdo autorizados e amplamente
usados no Brasil, como inseticidas em campanhas de salde publica para o controle de vetores
e na agricultura, respectivamente (BRASIL, 2017).

Os relatos sobre intoxicagdes iniciaram sua producédo intelectual na década de
noventa (MATUDO,; et al, 1990). Desde entdo, a producdo cientifica na area foi muito baixa,
com relatos de apenas cinco trabalhos sobre o tema intoxicacdo por agrotoxicos e os efeitos
para a saude do trabalhador (SIQUEIRA e KRUSE, 2008). Na medicina preventiva e
intervencionista faz-se cada vez mais necessario um programa para o desenvolvimento de
metodologias e avaliagdes no campo para 0 monitoramento de intoxicacdes aguda dos
moradores rurais que trabalham e convivem em éareas de aplicagdes de agrotoxicos. Alem
disso, para a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) estima que para cada caso
registrado de intoxicacdo exdgena por agrotoxico, ocorrem cerca de cinguenta outros sem
notificagdo ou que apresentam notificacdo errada (OMS/OPAS, 2012).

Criancas e adolescentes que residem em éareas de cultivo ou proximas a elas,
podem estar expostas tanto pela pulverizacdo dos agentes agrotoxicos, como pela
contaminacdo das méaos e de objetos ao tocar o solo, que em caso de criangas com pouca
idade, ha o risco de leva-los a boca. Além desses fatores, percebeu-se que 0s pais também
podem levar contaminacdo para suas residéncias, por meio de roupas contaminadas,
equipamentos de trabalho ou pelo proprio corpo. Além disso, sabe-se que na agricultura
familiar, as criancas residem nos locais onde os pais trabalham, aumentando a probabilidade
de contato com os agrotoxicos e suas embalagens. O risco das crian¢as desenvolverem cancer
também existe durante a gestacdo, quando a méde é exposta aos agrotoxicos. Esse risco
aumenta quando o periodo de exposicdo é mais prolongado e quando hd uma exposicao a
maiores doses de agrotoxicos (ZAHM, et al 1998; RIGOTTO, 2011).

A superacdo de um quadro tdo negativo na agricultura do Brasil, em especial a do
morango, constitui-se num grande desafio que é o desenvolvimento de tecnologias que
cheguem até o campo de forma simples e aplicada a populagdo que estd exposta a um risco de
salde grave (GREGOLLIS, et al 2012).

1.3 Biossensores e potencial de aplicactes



Biossensores sdo dispositivos que permitem detectar, qualificar e quantificar
espécies contaminantes, e com uso de componentes biologicos, como diversos tipos de
proteinas, enzimas ou anticorpos, para essa avaliacdo. Tém por base um gerador de sinal
(6tico, eletroquimico, etc.) para detectar uma alteracdo quimica e um transdutor que fornece o
resultado numa forma mensuravel (MALON et al., 2014).

O National Research Council (Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos)
define biossensor como um dispositivo de deteccdo que incorpora um organismo Vivo ou um
produto derivado de sistemas vivos (por exemplo, uma enzima ou um anticorpo) e um
transdutor para fornecer uma indicagao, sinal, ou outra forma de reconhecimento da presenca de
uma substéncia especifica (LUONG,; et al. 2008).

Representam uma ferramenta promissora para suplementar as técnicas existentes,
devido as suas caracteristicas Unicas, tais como seletividade, baixo custo relativo de
construcdo e estocagem, potencial para miniaturizagao, introducéo e facilidade de automagéo
e construcdo de equipamentos simples e portateis para rapidas analises de monitoramento no
campo (ARYA, et al 2008.; NISTOR et al., 1999). Entretanto, é necessario enfatizar que estas
ferramentas ndo podem e ndo devem ser vistas como uma substitui¢do das técnicas analiticas
classicas e instrumentais, como 0s exames de sangue, mas sim como um complemento a essas
(NISTOR et al., 1999).

Os biossensores colorimétricos sao sistemas simples e rapidos, em que uma
substancia cromogénica € utilizada, a fim de criar uma cor associada a uma variacdo quimica.
A identificacdo Optica é feito principalmente por olho nu. Alguns estudos indicam
monitorizacdo ambiental facil e rdpida com um mecanismo transdutor a base de compostos

fenolicos colorimétricos para pesticidas (THEVENOT et al., 2001).



2 OBJETIVO

Desenvolver um biossensor colorimétrico para detectar contaminagdo por
organofosforados e carbamatos em amostras de urina de residentes rurais que trabalham com

a cadeia de producdo de morangos.



3 METODOS
3.1 Delineamento do estudo

O estudo in vitro caracterizou-se por ser um estudo primario, observacional,
analitico, prospectivo e transversal realizado uma parte no laboratério de Fitoterapia da
unidade Fatima da Universidade do Vale do Sapucai (Univas) e outra parte do experimento
foi realizada em campo nas cidades de Bom Repouso e Pouso Alegre.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica que emitiu a liberagdo para a coleta
dos dados, sob o numero do protocolo CAAE- 60502016.3.0000.5102, (Anexo 1).

3.2 Critérios éticos para coleta das amostras

Foram incluidos 75 trabalhadores em zona rural das cidades de Bom Repouso e
Pouso Alegre. As coletas seguiram os critérios de inclusdo, ndo inclusdo e exclusdo descritos

abaixo:

3.2.1 Critérios de inclusao

e Ambos os géneros com idade igual ou superior aos 18 anos;

e Trabalhar diretamente ou indiretamente com agrotoxicos;

e Assinar e aceitar as condi¢Oes estabelecidas no Termo de Consentimento Livre
e Esclarecidas (TCLE); (Anexo 2).

3.2.2 Critérios de ndo incluséo
e Morador da cidade, que se encontrava no campo, mas que ndo tem atividade

rotineira com agrotoxicos.

3.2.3 Critérios de exclusédo
e Erro na coleta do sangue ou urina;
e Voluntarios que decidiram sair da pesquisa em qualquer momento de sua

execucéo.

3.3 Construcao do biossensor



3.3.1 Preparo das Solugdes

O tampao de fosfato de sodio 0,1 M foi preparado pela mistura das solugdes A
(0,2 M de Na;HPO,) e B (0,2 M de NaH,PO,), e com adicao dos respectivos volumes para
obtengédo das solucbes tamponadas pH 7,0 e pH 7,4. A solucdo tampéo foi preparada com
agua destilada esterilizada e adi¢do de 15% (p/p) de glicose (MURAT KAVRUK, 2010).

Foi preparada a solugédo estoque de acetilcolinesterase (AChE), de concentracédo
final 137 Un/mL, A enzima liofilizada foi dissolvida em solucdo tampdo de fosfato de sodio
(0,02 M) pH 7,0, contendo 1 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA) para estabilizagdo. A
solucdo estoque foi armazenada a -20°C. Para construgdo do biossensor, a solucéo estoque foi
diluida em solucdo tampao de fosfato de sédio pH 7,4, para concentracdo final 12 Un/mL de
AChE (MURAT KAVRUK, 2010).

A solucdo estoque do &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB) de concentracao
5,0 mg/mL foi preparada em tampdo 0,1M pH 7,4, e usada em concentracdo diluida (50
ug/mL) para preparo do biossensor. Para o substrato de acetilcolina (AChl), uma solucédo
estoque de 29 mg/mL foi preparada e usada no biossensor em concentracdo diluida de 290
ng/mL (MURAT KAVRUK, 2010).

Todas as solucdes estoque foram armazenadas a -20°C, diluidas em condigGes
resfriadas para obtencdo das solucdes de trabalho, e transportadas também sob resfriamento

para as analises de campo.



TABELA 1- Quantidades de solugdes que contem no biossensor
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3.3.2 Suporte para o biossensor

Foram testados alguns tipos de suportes para as reacOes das solugdes do
biossensor, sendo respectivamente, laminas com silica gel, papel de acetato de celulose,
policloreto de vinila, tubos de vidro tipo Durhan e disco de papel de seda.

A silica gel para cromatografia em camada delgada foi preparada no laboratorio de
boténica da Univas. Na construcdo desse suporte foram utilizado 7g da silica em 16 mL de agua
destilada, em seguida, a mistura foi colocada em estufa a 110° C por 2h para desidratagdo. O
produto resultante da desidratacdo foi colocado sobre 1dmina de vidro de 2,5 por 7,5 cm. Nesse
material ndo foi determinada a espessura das camadas da silica gel sobre as laminas. Cada
ldamina com silica serviu de suporte para receber as solugdes constituintes do biossensor.

Um papel de filtro de acetato de celulose, 0,45 pm Whatman®, foi utilizado como
suporte para ocorréncia das reagfes. Foram recortados tamanhos adequados para receber as
solucBes do biossensor.

Filme pléstico de policloreto de vinila foram cortados e receberam as solucGes
constituintes do biossensor. Cada um desses discos continha 0,3 mm de altura e 1,0 cm de
largura.

Tubos Durhan séo recipientes de vidro pequenos, cilindricos, medindo 5X20 mm.

Neste trabalho, eles foram utilizados como suporte para a recep¢do das reagdes do biossensor.



Discos de papel de seda de tamanho 5cm de didmetro, foram colocados sobre
laminas de vidro para receber as solugdes dos biossensor. Foram utilizados furadores de
rolhas em latdo para padronizar o tamanho de cada um dos discos.

Dentre os materiais testados como suporte os tubos de vidro Durhan indicou o

melhor resultado para visualiza¢éo da reacdo colorimétrica.

3.4 Testes comparativos in vivo dos resultados do biossensor e da acetilcolinesterase
plasmatica (sangue)

Nos tubos de Durhan fo colocado 8 uL de acetilcolinesterase (AChE) e mais 8 puL
de reagente DTNB, e em seguida adicionado 10 puL da amostra de urina. Essa mistura ficou
sob reacéo por 20 minutos, quando foram adicionados 20 pL de acetilcolina (AChl). Durante
5 minutos observou-se se houve a coloracdo de amarelo do produto final da reacdo para os
casos negativos (de contaminacdo por agrotoxico), e incolores para 0s casos positivos de
contaminacdo por agrotoxico. Para cada amostra foi realizado um controle (branco da reacéo)
com as mesmas dosagens das solugdes, ndo acrescentando a amostra de urina.

Para o trabalho de campo, as solugdes do biossensor foram transportadas em caixa
térmicas e mantidas em temperatura entre 2 a 8° C durante toda fase do experimento.

As amostras de urina dos agricultores foram coletada em campo e mantidas em
coletor estéril em temperatura ambiente, sendo verificado o pH com fita de indicador de pH
descartavel. O volume da amostra nunca foi inferior a 12 mL, conforme metodologia descrita
para coleta de urina para analise clinica.

Todos que participaram do teste colorimétrico do biossensor, também foram
submetidos a coleta de sangue para anélise da colinesterase plasmaética (analise clinica), sendo
assim preenchida uma ficha de identificacdo do paciente constando: nome, data de
nascimento, endereco e tipo de amostra solicitada.

A coleta do sangue foi realizada em seguida a coleta da urina de cada individuo,
sendo utilizada seringa hipodérmica de 5 ml com agulha 25 x 0,8 (Saldanha Rodrigues Ltda).
A antissepsia da pele foi realizada com algoddo umedecido em alcool 70%.

Foram retirados 4 mL de sangue e colocados em tubos contendo anticoagulante,
sendo homogeneizados por inversdo de cinco a oito vezes para evitar hemadlise, mantendo em
repouso na posic¢do vertical por 30 minutos para retrair o codgulo e em seguida centrifugados
a 3.000 rpm durante 10 minutos, (centrifugada Alpha Ltda, modelo- Al, n°- 679, Série- A).

As coletas e o teste do biossensor foram desenvolvidos em campo.
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As amostras de sangue foram encaminhadas com as fichas de identificacdo dos
pacientes no mesmo dia da coleta para o laboratério Méthodos, unidade central, localizado

Rua Bernardino de Campos, 139 - Centro, Pouso Alegre — MG.

3.5 Andlise estatistica dos dados
Os dados foram processados pelo software Minitab, versdo 18, por meio do teste

de Friedman. A resposta das intoxicacOes pelas duas metodologias utilizadas foi obtida pela
analise blocado por género.
O nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5%, considerando-se

significantes os valores de p menores ou iguais a 0,05.
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4 RESULTADOS/PRODUTO

4.1 Resultado
Entre os suportes testados em laborat6rio o que demostrou melhor resultado para

0 teste in vivo foi o realizado nos tubos de vidro de Durhan (Figura 1A e B). Essa observagéo
foi evidenciada pela diferenciacdo da cor do produto final das reacdes. Respectivamente,
indicado por produto incolor (amostra contaminada por carbamato ou organofosforado) e
produto de cor amarelada (amostra ndo contaminada por carbamato ou organofosforado)

analisadas pelo biossensor.

Figura 1 - A e B: vidros de Durhan utilizados como suporte para indicacdo da reagdo
colorimétrica.

O método utilizado na triagem de contaminacdo das amostras de urina por
agrotoxicos mostrou que os resultados foram obtidos em 30 minutos ap6s o seu inicio.

Dos 75 participantes a maior parte € pertencente ao género masculino. Esse
resultado mostra uma prevaléncia duas vezes maior de homens exercendo esse tipo de

atividade em relacdo as mulheres (Figura 2).
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Figura 2 - Participantes da pesquisa segundo o género

Género

B Mulheres

B Homens

A idade média dos trabalhadores rurais dessa pesquisa foi de 39, 7 anos e a

variacdo da faixa etaria foi apresentada na tabela 1.

Tabela 2: Faixa etaria e niumero de moradores rurais participantes da pesquisa

Faixa etaria dos moradores rurais N° de moradores rurais
20 até 30 anos 17
31 até 40 anos 17
41 até 50 anos 19
51 até 60 anos 18
Acima de 61 anos 4

No universo das amostras, a contaminagdo detectada pelo biossensor foi de

14,6%, enquanto que no teste com a colinesterase plasmatica foi de 5,3%. Todos os resultados

do biossensor para as amostras ndo contaminadas foram corroboradas pelo teste da

colinesterase plasmatica.
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No entanto, ndo houve unanimidade dos dois testes com relacdo aos apontamentos
para amostras contaminadas. Apenas 4 das 11 amostras detectadas pelo biossensor foram

confirmadas pelo teste da colinesterase plasmatica, conforme mostra figura 3.

Figura 3 — IntoxicacOes detectadas pelo biossensor e analise do teste da colinesterase
plasmatica.

16.000 +

14.000

12.000
10.000
8.000

6.000 m Resultado Positivo

m V. de Referéncia*

4.000
2.000

Valores de referéncia em unidade (U/L).

Duas dessas amostras tiveram 0s seus resultados na faixa limite do valor de
referéncia, sdo elas as dos pacientes 5 e 6.

Nos teste estatisticos blocado para amostras de urina de mulheres se constatou que
todos os resultados do biossensor contaminadas foram confirmados pelo teste clinico de
colinesterase plasmatica. Essa analise indicou que para o sexo feminino ndo houve diferenca
estatistica entre os dois métodos de deteccdo (Anexo 4)

Por outro lado, os resultados positivo detectados pelo biossensor para amostras
contaminadas para o género masculino ndo foram confirmados no teste clinico de
colinesterase plasmaética. Sendo assim, houve diferenca estatistica entre os dois métodos para

amostras do género masculino,(Anexo 4).
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4.2 Produto

O trabalho apresentou dois produtos como resultados da pesquisa desenvolvida. O
primeiro foi o desenvolvimento de um biossensor colorimétrico que possibilita a triagem de
intoxicacdo em pacientes por agrotoxicos dos grupos quimicos de carbamatos e fosforados. O
segundo foi o desenvolvimento de uma metodologia rapida que permite que os resultados da
triagem em relacdo a contaminagdo por agrotdxicos seja realizada em torno de 30 minutos

apos a coleta da amostra.

4.2.1 Descricao do biossensor colorimétrico

A presente invencdo aplica-se ao desenvolvimento de um biossensor colorimétrico
para triagem de pessoas que estejam contaminadas por agrotdxicos dos grupos carbamatos e
organofosforados.

O principio do produto baseia-se na reacdo da enzima acetilcolinesterase, da
acetilcolina e DTNB (reagente de Ellman) na presenca de amostra de urina.

A avaliacdo dos resultados é referendada numa alteracdo colorimétrica dos produtos
da reacdo, respectivamente, para amostra de urina contaminada por agrotdxicos (produto

incolor) e amostra de urina ndo contaminada (produto de cor amarelada).

4.2.2.1 - Estrutura do biossensor:

A estrutura do biossensor (Figura 4) é um invélucro feito para conter os seus
componentes. Podendo este ser feito de material inerte metalico, de polimero, fibra de vidro,
material ceramico, e/ou qualquer material sélido capaz de conter os componentes do
biossensor;

A forma do biossensor (Figura 4) pode ser esférica, paralelepipédica, parabdlica,
tubular e/ou de qualquer forma que permita a insercdo dos compostos e amostras e

visualizacgdo dos resultados do teste realizado pelo biossensor;

15



Figura 4: Modelo esférico do biossensor

O biossensor pode possuir uma tampa ou involucro (Figura 5, item 5) para evitar que
0s componentes do teste e seus equipamentos auxiliares de vazarem ou se separem do corpo

do biossensor.

4.2.3 - Os testes
Os testes (Figura 5 - itens 6 e 8) foram feitos em dois containers separados por um

lacre (figura 5 — item 7). No primeiro container a mistura AB (acetilcolinesterase e DTNB)
entrou em contato com a urina (C). Em seguida houve o rompimento do lacre, e a combinacao
ABC entrou em contato com o composto D (acetilcolina) no segundo container.

Os containers de teste (Figura 5 — itens 6 e 8) podem ser feitos de material translucido,
ndo reagente, podendo serem feitos de vidro, polimero, cristal ou qualquer outro material
translucido, inerte e capaz de conter os reagentes.

O resultado serda lido na alteracdo colorimétrica dos produtos da reacdo. Para amostra
de urina contaminada por agrotoxicos (produto incolor) e amostra de urina ndo contaminada

(produto de cor amarelada).
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4.2.4- O lacre
O lacre (Figura 5 — item 5) pode ser de qualquer material, translicido ou ndo, ndo

reagente com os compostos ABCD, e de caracteristica rompivel. O lacre pode ser feito de
material metalico, polimero, papel ou derivados de celulose, e/ou de qualquer substancia ou

material que separa os containers de teste.

4.2.5 Equipamentos auxiliares
O biossensor contém equipamento(s) (Figura 5— item 4) com o formato de uma pipeta

para coletar C (urina), despejar no container para que ocorra as reacées com as solugdes AB, e
também com a funcéo de romper o lacre para que a segunda fase das rea¢cdes ocorram.

Os equipamentos auxiliares podem ser feitos de qualquer material, de preferéncia
translucido para permitir a visualizacdo do volume da amostra coletada, ndo reagente com
compostos ABCD. O material dos equipamentos auxiliares podem ser metalicos, poliméricos,
ceramicos, cristalinos ou de qualquer material que possa ser feito para coletar, despejar ou
romper o lacre do teste.

Os equipamentos utilizados para realizar a colecdo e despejo da amostra no container
de teste deve obrigatoriamente possuir um volume maximo menor do que o volume do
container do teste.

Os volumes dos containers, equipamentos auxiliares e dos compostos e amostras sao
escalaveis de acordo com a necessidade de visualizacdo do resultado do teste, da quantidade
de compostos AB, D e da amostra, com o volume do equipamento auxiliar obedecendo a

limitag&o estabelecida.
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Figura 5: Modelo expandido do biossensor.

Constituintes:
: Corpo do biossensor.

: Encaixe do equipamento auxiliar.
: Encaixe dos containers dos teste.
: Equipamento auxiliar (pipeta).

: Tampa do encaixe dos testes.

: Container do teste 1.

. Lacre separador do teste 1 e 2.

: Container do teste 2.

© 00 N o O B~ w N e

: Area de encaixe e visualizago do teste 2.

4.2.6 Condicbes de armazenamento e transporte
A temperatura de armazenamento e transporte do biossensor devera ser de 2° a 8°

C em caixa térmica.

4.2.7 Cuidados especiais
a) Para uso de triagem in vivo;
b) Recomenda-se a confirmacgédo para amostras contaminadas pelo biossenssor com o
teste de sangue da colinesterase plasmatica;
c) Seguir com rigor a metodologia proposta para a obtencao de resultados exatos;
d) Descarte do material devera ser realizado preferencialmente em lixo hospitalar
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4.2.8 CondicOes para ocorréncia das reagoes

Para ocorréncia da reacdo as solugbes precisam estar nas concentragdes

adequadas, na validade do tempo de vida Util e na faixa de pH e temperatura apropriadas.

4.2.9 Valores de referéncia

Como é um teste visual ndo existe diferenca e nem valores de referéncia
especificos para homens e mulheres.

Os resultados fornecidos por este biossensor deve ser interpretados pelo
profissional médico responsdvel, ndo sendo o Unico critério para a determinacdo do

diagnostico de intoxicacéo.

4.3 A metodologia
A metodologia de andlise descrita por meio do biossensor levou em media 30

minutos para dar os resultados para o individuo avaliado. 1sso representa um ganho de tempo
muito grande em relacdo ao teste clinico disponivel no mercado, que atualmente leva em
média uma semana para emitir os resultados dos exames pela coleta de sangue e avalia¢do da
colinesterase.

Algumas vantagens dessa metodologia também sdo observadas em relacdo a sua
praticidade e facilidade de aplicacdo. Ela pode ser usada em postos de saude, laboratérios de
analise clinicas e também no local de trabalho, onde h& pessoas que fazem o manuseio de
agrotoxicos. Isso inclui lavouras de cultivos de frutas, verduras, cereais e graos
comercializados pelo agronegdcio brasileiro, além de lojas de insumos agricolas, onde os
vendedores também tem contato direto com substéncias contendo carbamatos e
organofosforados. Sendo possivel a triagem de individuos com suspeita de contaminacgéo por
agrotoxicos. Os pacientes poderdo ser encaminhados mais precocemente para medicos
especialistas que poderdo evitar o agravamento dessa contaminacdo para um quadro mais

avancados de cancer.

19



5 DISCUSSAO

As quatro amostras de urina contaminadas foram coletadas de individuos com
faixas de idade diferentes, pois duas pessoas estavam no grupo entre 30 e 40 anos e as outras
duas em grupos de idade que variaram entre 50 e 60 anos. Esse resultado mostrou que a
contaminagdo no campo ocorre independente de idade do individuo avaliado, ou seja, ela esta
relacionada a outros fatores. De maneira geral, o perfil epidemioldgico das intoxicacdes por
agrotoxicos no Brasil ocorre na maioria dos casos em individuos do sexo masculino, em idade
produtiva (15 a 49 anos), com maior percentual de intoxicacdo acidental, seguida de
circunstancias intencionais e com predominio por inseticida agricola (REBELO et al., 2011).

A velocidade do teste realizado pelo biossensor no local da atividade do paciente é
um avanco que certamente trara contribuicdo significativa no diagnéstico das intoxicagdes por
organofosforados e carbamatos. Uma vez que, o paciente encaminhado para realizacdo dos
exames clinicos ja passou por uma triagem de contaminacdo utilizando o biossensor. 1sso
contribuird com esse tipo de diagnostico, pois os exames disponiveis para deteccdo de
intoxicagBes por agrotoxicos sdo demorados. Os organofosforados e carbamatos sdo
absorvidos através das vias dérmica, respiratdria, entre outras, atingindo altas concentracdes
em tecido adiposo, figado, rins, glandulas salivares, tiredide, pancreas, pulmdes, estdmago,
intestinos, sistema nervoso central (SNC) e musculos. Entretanto, essas moléculas sdo
facilmente biotransformados no figado. A excrecdo destes compostos e de seus produtos de
biotransformacdo é rapida, ocorrendo em maior parte pela urina e em pequenas propor¢oes
pelas fezes, quase sempre nas primeiras 48 h. Os niveis de excre¢do ocorrem nas primeiras 24
h ap6s a absorcdo. A intoxicagdo acidental € letal num nimero reduzido de individuos, mas,
no entanto, constitui um problema relevante em locais onde pesticidas organofosforados,
altamente toxicos, estdo disponiveis (CHOWDHARY et al., 2014).

Perante esse problema, necessita-se da busca por ferramentas que auxiliem no
diagndstico ou mesmo na triagem precoce de intoxicacdo. Os biossensores representam um
equipamento promissor para suplementar as técnicas ja existentes, devido as suas
caracteristicas Unicas, abrindo caminho ao diagnostico descentralizado, com enorme
diminuicdo do intervalo entre a coleta da amostra, o tempo de avaliacdo e a decisdo
terapéutica (WALKER; GINGOLD, 1993; SILVA, 2011).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu diretrizes para o
desenvolvimento de diagndsticos em ambientes pobres em recursos. Estes testes devem ser:
(1) economicamente acessiveis; (I1) sensiveis; (I11) especificos; (IV) de facil utilizacdo; (V)

rapidos e robustos; (V1) independentes da utilizagdo de equipamentos; e (VII) acessiveis a
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guem deles precisa (COSTA et al., 2014). O biossensor desenvolvido neste trabalho atende a
todas essas diretrizes. Podendo ser atil em relacdo a lacuna que ainda existe entre 0s
profissionais de salde e os moradores da zona rural, que é o diagnostico das intoxicacdes e
das doencas causadas por agrotoxico.

A perspectiva de O'farrell (2009) e da equipe de Posthuma-Trumpie; Korf; Van
Amerongen (2009) é que a tendéncia futura da utilizacdo de sensores venham cada vez mais
serem aplicados em diagndsticos clinicos e em éareas tdo diversas como a veterindria,
agricultura, alimentacdo, salde, seguranca ambiental. Estima-se que a receita global para o
mercado dos sensores continuara a registar um forte crescimento e ultrapassar a marca dos 14
bilhdes de euros nos proximos 7 anos. A maior parte deste crescimento deve-se a um aumento
da utilizacdo de sensores na seguranca e biodefesa, monitorizagdo ambiental e nos
diagnosticos domesticos. Atualmente, os sensores sao usados nas mais diferentes aplicacGes
em contraste com a subutilizacdo que havia nos primeiros dez anos do inicio do século XXI
(MEHROTRA, 2016). Sem duavida que este crescimento em aplicacdes e expansdo para
outros mercados foi fortemente auxiliado pelas inovacgdes nestes dispositivos (MEHROTRA,
2016).

Os resultados de contaminagdo obtidos nesta pesquisa pelas duas metodologias
confirmam a seguranca de triagem pelo biossensor, bem como também aponta alto indice de
contaminacdo na zona rural dos moradores das cidades de Senador Amaral e Pouso Alegre
por substancias dos grupos quimicos abordados. Essa constatacdo € preocupante e exige
atencdo das autoridades politicas e da salde desses municipios. Pesquisa realizada no Brasil
entre 2000 e 2009 apontou que 679 trabalhadores da agropecuéria faleceram em decorréncia
de intoxicacOes ocupacionais por agrotoxicos (SANTANA et al 2013). O Relatorio Nacional
de Vigilancia em Saude de PopulacGes Expostas a Agrotoxicos registrou a ocorréncia de
12.534 notificagbes para intoxicacdo por agrotdxicos no Brasil no ano de 2013. Um
acompanhamento do empregador em relacdo a saude do seu empregado, por meio do
biossensor pode evitar dbitos nesta atividade trabalhista.

Trabalhos utilizando biossensores enzimaticos foram descritos por Minakshi
(2008) que pesquisou sobre a determinagdo dos triglicérides por meio da imobilizacdo das
enzimas lipase, glicerol-kinase e glicerol-3-fosfato. Teixeira (2014) desenvolveu um sensor
para monitorizacdo de antibioticos em &guas de aquicultura. Neste trabalho foi desenvolvida
uma reacao que em contato com antibidticos desenvolveu uma coloragdo tipica. A intensidade
da coloracgéo estava relacionada com a concentracéo desse antibiético. Por outro lado, existem

as dificuldades de se trabalhar com biossensores colorimeétricos. Eles podem apresentar
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desvantagens, como tempo de vida das solugdes, as variagdes de pH; temperatura das
amostras, entre outras.
A utilizacdo de uma ferramenta simples e de diagnostico rapido evita ndo somente

as intoxicacdes agudas, mas também uma série de outras

5.1. Aplicabilidade

Uma das vantagens do desenvolvimento do biossensor para a deteccdo de
intoxicacOes por carbamatos e organofosforados é a facilidade de andlise, pois ele pode ser
transportado até as lavouras, onde se encontra o trabalhador rural. Outras vantagens que
também podem ser descritas sdo o curto tempo de andlise e a disponibilidade dos resultados
em aproximadamente 30 minutos. Portanto, o desenvolvimento do biossensor melhora e
enriquece 0s recursos de triagem de intoxicacdes no campo, algo que hoje é escasso,
preocupante e que requer um empenho da comunidade cientifica, de politica da saude e do
agricultor e de moradores da zona rural para que as melhorias possam acontecer.

Os dados disponiveis no Brasil normalmente sdo baseados nos que sdo relatados
no Sinitox (FARIA, 2007), banco de dados onde pode haver subnotificaces de intoxicacbes
por agrotoxicos. Nessa lacuna o biossensor podera ter uma importancia primordial para
melhorar as estatisticas de intoxicacbes no campo. Devido as suas caracteristicas de
portabilidade, entre outras, possibilitard o pesquisador leva-lo até o campo e fazer a coleta de
dados de intoxicacdes de maneira mais rapida, barata e “in loco”.

O aparelho podera ser adquirido, facilmente, em farmacias, laboratério ou mesmo em
postos de satde. E de facil manuseio o que permitird que os resultados sejam obtidos e
avaliados por pessoas com capacidade minima de leitura.

A agricultura passa por um momento gradual de mudanca na sua forma de producao,
principalmente, no que diz a respeito a sustentabilidade. Neste caso, 0 biossensor pode ajudar
como uma ferramenta de auxilio preventivo e educativo aos agricultores, as empresas, € as
instituicdes de saude, com relacdo a reducdo de contaminacbes por moléculas dos grupos
carbamatos e organofosforados.

Por fim, o biossensor pode ser precursor de uma nova politica de satde publica de
controle de intoxicacGes agudas e cronicas direcionada para os moradores da zona rural, pois
o fato de poder apontar “in loco” indicios de possiveis contaminagdes possibilitard que as
cobrancas aos 6rgdos competentes sejam realizadas com antecedéncia e que acgdes de

intervengdo aconte¢cm, antes mesmo que se estabeleca um cenario de epidemiologia.
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5.2. Impacto Social

No Brasil ndo existem estatisticas rigorosas sobre a dimensdo das intoxica¢fes no
campo causadas por carbamatos e organofosforados, mas existem informacdes relativas a
toxicidade. O biossensor pode ser uma ferramenta futura que podera proporcionar essa
estatistica para a salude no Brasil e no mundo. Esse instrumento e a metodologia nele
empregada poderdo ser utilizados por pesquisadores e outros profissionais na obtencéo de pré-
informacdes pertinentes a contaminacdo aguda, em termos qualitativos. Os dados poderdo ser
obtidos com facilidade, pois o0 biossensor pode ser transportado para as areas agricolas, onde
podera mostrar a contaminacao de cada individuo em tempo real de exposicao.

O biossensor ndo caracteriza o diagnostico definitivo de intoxicagdo, mas podera
ser uma Otima triagem no campo para a indicacdo de contaminagfes por agrotoxicos. Dessa
maneira, somente o0s casos relatados como positivos pelo biossensor deverdo ser
encaminhados para a realizacdo de exames médicos mais detalhados para a comprovacéo da
contaminagdo. Acredita-se que o valor de cada analise realizada pelo biossensor serd 50%
menor em relacdo aos valores dos testes de andlise pelo sangue, 0 que permitira que essa
triagem seja feita com a comunidade rural, em especial aquela que trabalha diretamente com a
aplicacdo de carbamatos e organofosforados.

Para a agricultura do sul de Minas Gerais, onde prevalece o cultivo do morango,
batata e café, culturas afamadas pela grande quantidade de agrotdxico despejadas em seus
cultivos, o biossensor pode ser utilizado como uma ferramenta para 0 monitoramento e
articulacbes dos 6rgdos e secretarias que cuidam da saude do municipio, e em especial, da
salde do morador da zona rural, que exerce atividade agricola como forma de sustentacdo
financeira da sua familia. Com a utilizacdo do biossensor no campo sera possivel a
identificacdo precoce das intoxicacfes por agrotoxicos, e com isso antever o aparecimento dos
sintomas, promovendo uma salde com mais qualidade e respeito ao morador rural.

Uma vez conhecendo a real situacdo de contaminacao da rede do agronegdcio sera
possivel uma politica de salde preventiva a contaminacdo por carbamatos e
organosfosforados na area agricola. Uma politica publica bem realizada a partir dos dados
revelados pela utilizagdo do biossensor poderé refletir diretamente no nimero de mortes por
suicidios ou pela presenca de doencas como cancer ou outras desencadeadas pela

contaminacgéo por agrotoxicos, tanto no sul de Minas como no Brasil e no mundo.
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Atividades relacionadas a agricultura, pecudria, exploracao florestal e aquicultura,
bem como as atividades de exploracédo industrial desenvolvidas em estabelecimentos agrarios,
sdo regida pela Lei 5.889/73 do Ministério do Trabalho e Emprego. No artigo 168 da lei 7.855
de 1989 esta descrito sobre a obrigatoriedade do exame médico por conta do empregador no
ato da admissdo, na demisséo e periodicamente. Na cultura do morango, batata e outras, o
biossensor poderd ser utilizado na triagem apontando para o empregador apenas 0S
trabalhadores com suspeita de intoxicacfes. Neste caso, 0 acompanhamento da salde dos
moradores da zona rural pode ser realizado periodicamente em decorréncia da facilidade de se
fazer o teste nas lavouras ou em suas residéncias, onde se encontram essas pessoas. Essa
pratica no campo podera ser desenvolvida pelo programa de saude da familia, e muitas sdo as
vantagens de uma intervencdo dessa magnitude, tanto para 0 municipio como para agricultura
em geral. Os donos de lavouras poderdo acompanhar de perto a saude do seu funcionaério, e
com isso podem evitar processos trabalhistas.

Além disso, os municipios que possuem a agricultura como atividade econémica

podera ter uma medicina preventiva ao invés de uma medicina interventiva.
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6. CONCLUSAO

O biossensor desenvolvido mostrou ser capaz de captar dados em condicdes de
campo. Os resultados mostraram margem de confianca e seguranca quando comparados com
a ferramenta de analise clinica disponivel para o diagndstico de contaminac6es de agricultores
em relacdo aos grupos de carbamatos e organofosforados. No entanto, novas pesquisas de
aprimoramento deverao ser realizadas buscando aumentar a produtividade, replicabilidade e

repetitividade em condi¢6es operacionais do biossensor.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE BIOSENSOR COLORIMETRICO.
Pesquisador: simone conceigdo maciel

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 60502016.3.0000.5102

Instituigdo Proponente: FUNDACAO DE ENSINO SUPERIOR DO VALE DO SAPUCAI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.771.145

Apresentagao do Projeto:

Os defensivos agricolas sao substancias ou misturas de substancias quimicas utilizadas para prevenir,
destruir, repelir ou inibir a ocorréncia ou efeito de organismos vivos capazes de prejudicar as lavouras
agricolas. Estes sédo divididos em herbicidas,inseticidas, fungicidas, acaricidas,agentes biolégicos,
defensivos a base de semioquimicos e produtos domissanitarios e sdo um importante insumo para a
agricultura, onerando os custos de produgdo.

O esludo caracleriza-se por ser um estudo primario, observacional, analitico, prospectivo e
longitudinal,realizado no laboratério de Microbiologia do campus Fatima da Universidade do Vale do
Sapucai (Univas). Em um segundo momento, uma vez que tenha dado certo os teste em laboratdrio o
experimento de aplicagdo do kil sera realizado em campo. Agricultores em nimero igual ou superior a 200
serdo abordados para participarem do teste de aplicagao do kit de diagnéstico rapido. No caso seja
conslatada a contaminagao do agricultor por meio do Kil, sera coletada uma amostar de sangue do
individuo para analise cromatogréficas. Caso seja necessario a realizagao da coleta da amostra de sangue,

o paciente sera encaminhado para sede da equipe de satide da familia sem 6nus para o paciente.

Objetivo da Pesquisa:
Desenvolver e aplicar um kit colorimétrico de diagnéstico rapido para detecgdo de contaminagao

Enderego: Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470

Bairro: Campus Falima | CEP: 37.550-000
UF: MG Municipio: POUSO ALEGRE
Telefone:  (35)3449-9270 E-mail: pesquisa@univas.edu.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS DR.JOSE ANTONIO QW““’
GARCIA COUTINHO -

Conlinuagao do Parecer: 1.771.145

por pesticida em agricultores do municipio de Bom Repouso, no sul de Minas Gerais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O estudo oferece risco minimo pela possibilidade de causar desconforto aos participantes durante a colela
de material biologico. como beneficio, o estudo pode contribuir para a detecg¢ao precoce de contaminagao
por pesticidas entre a populagao rural.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Profissionais das equipes de salde da familia em suas visilas a essas comunidades terdo a possibilidade
de realizar esses lesles, e se for detectado uma suspeita de intoxicagao utilizando o kit, ele podera solicilar

outros exames e encaminhar esse agricultor para especialista e comegar um tratamento.

Consideragoes sobhre os Termos de apresentagao obrigataria:

Todos os termos estao presentes.

Recomendagées:
Nao ha
Conclusédes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto atende aos critérios da resolugao 466/2012 e pode ser aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
enviar relatorio final ao CEP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 29/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_800057.pdf 11:17:38
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 28/09/2016 |[simone conceigdo Aceito

16:17:52 [ maciel
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_Brochura_Investigad | 26/09/2016 |simone conceigédo Aceito
Brochura or.pdf 18:51:19 | maciel
Investigador
Orgamento Orcamento.pdf 26/09/2016 |simone conceigdo Aceito
18:48:55 | maciel
TCLE / Termos de | TCLE_Termos_de_Assentimento_Justifi| 26/09/2016 |simone conceigéo Aceito
Assentimento / cativa_de_Ausencia.pdf 18:41:30 [maciel
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Bairro: Campus Fatima | CEP: 37.550-000
UF: MG Municipio: POUSO ALEGRE
Telefone: (35)3449-9270 E-mail: pesquisa@univas.edu.br
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e

Juslificativa de TCLE_“Termos_de_Assentimento_Justiﬁ| 26/09/2016 | simone conceigao | Aceito |
Auséncia cativa_de Ausencia.pdf 18:41:30 | maciel
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdao da CONEP:
Néo
POUSO ALEGRE, 11 de Outubro de 2016
Assinado por:
Rosa Maria do Nascimento

(Coordenador)
Enderego: Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470
Bairro: Campus Falima | CEP:  37.550-000
UF: MG Municipio: POUSO ALEGRE
Telefone: (35)3449-9270 E-mail: pesquisa@univas.edu.br
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ANEXO 11

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE BIOSENSOR COLORIMETRICO PARA
DETECC,‘AO DEPESTICIDAS EM AGRICULTORES.

Nome do Pesquisador Principal ou Orientador(a): Simone Conceic¢do Maciel

Nome do Orientador(a): Prof. Dr. Manoel A. Teixeira

1. Natureza da pesquisa: o sra (sr.) esta sendo convidada (0) a participar desta pesquisa que
tem como finalidade desenvolver e aplicar um kit colorimétrico de diagndstico rapido para
deteccdo de contaminacéo por pesticida em agricultores do sul de Minas Gerais.

2. Participantes da pesquisa: 200 agricultores, produtores de morango do municipio de Bom
Repouso, Sul de Minas Gerais.

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo, o participante tem liberdade de se
recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa,
sem qualquer prejuizo. Sempre que quiser podera pedir mais informacgdes sobre a pesquisa
através do telefone da pesquisadora do projeto e, se necessario através do telefone do Comité
de Etica em Pesquisa.

4. Sobre as entrevistas: Sera realizada reunido com os agricultores para esclarecimento do
objetivo do projeto e seu beneficio, a pos serdo determinada as datas para coleta de material
utilizado na pesquisa ( urina/sangue).

5. Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa ndo traz complicages legais.

6. Confidencialidade: todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente a pesquisadora e o orientador terdo conhecimento dos dados.

7. Beneficios: ao participar desta pesquisa os agricultores ndao tera nenhum beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga beneficios importantes, de forma que o
conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa desenvolver um Kit de
diagnostico rapido de toxidade no sangue causada por uso de pesticida, oferecendo beneficio
de diagndstico a todos os profissionais de saude e tratamento eficaz a todos agricultores onde
pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos.

8. Pagamento: Os agricultores ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta
pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacéo.

ApoOs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar
desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem.
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ANEXO 3.

Quadro 1 - Caracteristicas dos voluntarios avaliados no projeto quanto ao sexo, idade, pH,
resultado do sensor, colinesterase plasmética e valore de referéncia

VALORES DE
pH- Resultado | COLINESTERASE N
AMOSTRA | SEXO | IDADE URINA SENSOR SENSOR PLASMATICA REFE(IS/ELI\;CIAS
01 F 37 7 positivo Incolor 4.629,00 U/L 4.700,00/10.400,00
02 M 55 7 positivo Incolor 5.008,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
03 M 32 7 positivo Incolor 5.419,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
04 M 53 5 positivo Incolor 5.719,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
05 M 25 7 positivo Incolor 6.161,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
06 M 27 7 positivo Incolor 6.228,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
07 M 26 7 positivo Incolor 6.556,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
08 F 39 7 positivo Incolor 7.006,00 U/L 4.700,00/10.400,00
09 M 23 6 positivo Incolor 7.580,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
10 M 56 7 positivo Incolor 8.254,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
11 M 43 6 positivo Incolor 10.098,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
12 F 52 7 negativo Amarelado 5.375,00 U/L 4.700,00/10.400,00
13 F 48 6 negativo Amarelado 5.568,00 U/L 4.700,00/10.400,00
14 F 26 7 negativo Amarelado 5.574,00 U/L 4.700,00/10.400,00
15 M 45 7 negativo Amarelado 5.873,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
16 F 44 7 negativo Amarelado 6.024,00 U/L 4.700,00/10.400,00
17 F 40 5 negativo Amarelado 6.089,00 U/L 4.700,00/10.400,00
18 F 47 6 negativo Amarelado 6.232,00 U/L 4.700,00/10.400,00
19 M 33 7 negativo Amarelado 6.421,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
20 M 60 7 negativo Amarelado 6.500,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
21 M 43 5 negativo Amarelado 6.692,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
22 M 60 5 negativo Amarelado 6.950, 00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
23 M 61 6 negativo Amarelado 6.977,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
24 F 50 7 negativo Amarelado 7.231,00 U/L 4.700,00/10.400,00
25 M 60 6 negativo Amarelado 7.298,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
26 M 46 6 negativo Amarelado 7.383,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
27 M 58 7 negativo Amarelado 7.419,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
28 M 50 6 negativo Amarelado 7.524,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
29 M 31 7 negativo Amarelado 7.551,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
30 F 54 6 negativo Amarelado 7.626,00 U/L 4.700,00/10.400,00
31 M 54 6 negativo Amarelado 7.803.00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
32 M 37 5 negativo Amarelado 7.994,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
33 M 22 7 negativo Amarelado 8.059,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
34 F 56 7 negativo Amarelado 8.061,00 U/L 4.700,00/10.400,00
35 F 45 5 negativo Amarelado 8.129,00 U/L 4.700,00/10.400,00
36 F 42 5 negativo Amarelado 8.087,00 U/L 4.700,00/10.400,00
37 M 23 7 negativo Amarelado 8.137.00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
38 M 41 6 negativo Amarelado 8.224,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
39 F 46 6 negativo Amarelado 8.441,00 U/L 4.700,00/10.400,00
40 M 27 7 negativo Amarelado 8.471,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
41 F 51 5 negativo Amarelado 8.479,00 U/L 4.700,00/10.400,00
42 M 20 7 negativo Amarelado 8.494,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
43 M 33 6 negativo Amarelado 8.600,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
44 M 23 5 negativo Amarelado 8.811,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
45 F 46 6 negativo Amarelado 8.882,00 U/L 4.700,00/10.400,00
46 M 45 5 negativo Amarelado 8.906,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
47 M 48 7 negativo Amarelado 8.908,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
48 F 49 7 negativo Amarelado 8.974,00 U/L 4.700,00/10.400,00
49 F 37 5 negativo Amarelado 8.977,00 U/L 4.700,00/10.400,00
50 M 23 8 negativo Amarelado 9.049,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
51 M 37 5 negativo Amarelado 9.051,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
52 F 55 6 negativo Amarelado 9.170,00 U/L 4.700,00/10.400,00
53 F 35 6 negativo Amarelado 9.231,00 U/L 4.700,00/10.400,00
54 M 23 8 negativo Amarelado 9.279,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
55 M 33 7 negativo Amarelado 9.289,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
56 M 40 6 negativo Amarelado 9.339,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
57 M 27 5 negativo Amarelado 9.361,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
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58 M 33 6 negativo Amarelado 9.485,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
59 M 49 7 negativo Amarelado 9.526,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
Continuagdo Quadro 1
VALORES DE
pH- Resultado | COLINESTERASE N
AMOSTRA | SEXO | IDADE URINA SENSOR SENSOR PLASMATICA REFE(IS/ELI\;CIAS
60 F 64 7 negativo Amarelado 9.563,00 U/L 4.700,00/10.400,00
61 M 47 6 negativo Amarelado 9.572,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
62 F 54 5 negativo Amarelado 9.879,00 U/L 4.700,00/10.400,00
63 M 42 6 negativo Amarelado 10.141,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
64 M 28 7 negativo Amarelado 10.229,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
65 M 33 5 negativo Amarelado 10.718,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
66 M 65 7 negativo Amarelado 10.818,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
67 M 40 6 negativo Amarelado 10.819,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
68 M 28 7 negativo Amarelado 10.919,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
69 F 20 6 negativo Amarelado 10.996,00 U/L 4.700,00/10.400,00
70 M 45 6 negativo Amarelado 11.218,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
71 M 29 7 negativo Amarelado 11.369,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
72 M 56 7 negativo Amarelado 11.456,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
73 M 52 6 negativo Amarelado 11.516,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
74 M 54 8 negativo Amarelado 11.842,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00
75 M 64 7 negativo Amarelado 12.010,00 U/L 5.900,00/ 12.200,00

Fonte: Simone Conceigdo Maciel

35




Anexo 4

Dados estatisticos

Resultado
SENSOR

Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Incolor
Incolor
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado

COLINESTERASE

PLASMATICA

10.996,00 U/L
5.574,00 U/L
9.231,00 U/L
8.977,00 U/L
6.089,00 U/L
8.087,00 U/L
6.024,00 U/L
8.129,00 U/L
8.441,00 U/L
8.882,00 U/L
6.232,00 U/L
5.568,00 U/L
8.974,00 U/L
7.231,00 U/L
8.479,00 U/L
5.375,00 U/L
7.626,00 U/L
9.879,00 U/L
9.170,00 U/L
8.061,00 U/L
9.563,00 U/L
4.629,00 U/L
7.006,00 U/L
8.494,00 U/L
8.059,00 U/L
8.137.00 U/L
8.811,00 U/L
9.049,00 U/L
9.279,00 U/L
8.471,00 U/L
9.361,00 U/L
10.229,00 U/L
10.919,00 U/L
11.369,00 U/L
7.551,00 U/L
6.421,00 U/L
8.600,00 U/L
9.289,00 U/L
9.485,00 U/L
10.718,00 U/L
7.994,00 U/L
9.051,00 U/L

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

PR R R R R R R R R R RRRRRBRRRPRRBRNRRRRRRRRRBRRRRRRRRRRRBR R

VALORES DE
REFERENCIAS (U/L)

4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
4.700,00/10.400,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
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Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Amarelado
Incolor
Incolor
Incolor
Incolor
Incolor
Incolor
Incolor
Incolor
Incolor

9.339,00 U/L
10.819,00 U/L
8.224,00 U/L
10.141,00 U/L
6.692,00 U/L
5.873,00 U/L
8.906,00 U/L
11.218,00 U/L
7.383,00 U/L
9.572,00 U/L
8.908,00 U/L
9.526,00 U/L
7.524,00 U/L
11.516,00 U/L
7.803.00 U/L
11.842,00 U/L
11.456,00 U/L
7.419,00 U/L
6.500,00 U/L
6.950, 00 U/L
7.298,00 U/L
6.977,00 U/L
12.010,00 U/L
10.818,00 U/L
7.580,00 U/L
6.161,00 U/L
6.556,00 U/L
6.228,00 U/L
5.419,00 U/L
10.098,00 U/L
5.719,00 U/L
5.008,00 U/L
8.254,00 U/L

Positivo Negativo

FS
FC

2
1

21
22

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
positivo
positivo
negativo

MS
MC

P NN R NRRRRRRRRBRRRRRRRRRRRRRRBRRRRRBRR R

Positivo Negativo
9 43
3 49

5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
5.900,00/12.200,00
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Coloque 1 para negativo e 2 para positivo, realizei 3 testes estatisticos.
S = Sensor

C = Clinico

Correlacao: SENSOR; CLINICO

Correlacdo de Pearson de SENSOR 1 e CLINICO 1 = 0.573
Valor-P = 0.000

Existe a dependéncia entre Sensor e Clinico devido estar avaliando caracteristicas do mesmo
individuo.

Friedman Feminino

Teste de Friedman: Resposta versus Analise blocado por Individuo

(ajustado para empates)

Mediana Soma dos

Analise N Est Postos
C 23 1.0000 34.0
S 23 1.0000 35.0

Mediana global = 1.0000

No feminino tanto o sensor como o clinico medem a mesma coisa.

Friedman Masculino

Teste de Friedman: Resposta versus Analise blocado por individuo

(ajustado para empates)

Mediana Soma dos

AnaliseM N Est Postos
C 52 1.0000 75.0
S 52 1.0000 81.0

Mediana global = 1.0000

No masculino o sensor mede coisa diferente do clinico, isto foi devido aos positivos de 9, 6 deram
contrarios.

38



