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RESUMO

BIOSSENSOR COLORIMETRICO PARA TRIAGEM DE CONTAMINACAO POR
CARBAMATOS E ORGANOFOSFORADQOS

O presente pedido de patente de invengdo diz respeito a um biossesnor
colorimétrico com capacidade para realizar a triagem de contaminagdo de humanos por
agrotoxicos dos grupos carbamatos e organofosforados, possibilitando que testes de
contaminacdo sejam realizados ndo somente em laboratério, mas também em campo,
local onde encontra-se um grande numero de pessoas contaminada, principalmente

aqueles que trabalham diretamente com a cadeia agricola.
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PORTARIA N.° 40/2014

O Professor Doutor Félix Carlos Ocariz Bazzano,
Reitor da Universidade do Vale do Sapucai, no uso de
suas atribuicdes legais e,

Considerando o disposto no artigo 26 do Estatuto da

Univas e apés cumprimento das formalidades legais e
estatutarias,

RESOLVE:

Art. 1 - NOMEAR o Professor Mestre Carlos de Barros Laraia no cargo de
Reitor da Universidade do Vale do Sapucai — Univas.

Art. 2° - Esta Portaria entra em vigor nesta data e revoga todas as disposigbes
em contrano,
Pouso Alegre, 30 de maio 2014

//

Reitor

Prof. Dr. Félix

Uneversidade do Vale do Sapucas - Univas
Avenida Prefeito Tuany Toledo, n® 470, Fatima 1 - Tel, (35)3445-5201
e-mail reitoriad@univas edube - Pouso Alegre/MG - CEP; 37550-000
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REIVINDICACOES
1. “BIOSSENSOR COLORIMETRICO PARA TRIAGEM DE
CONTAMINACAO POR CARBAMATOS E ORGANOFOSFORADOS”,
caracterizado por ser composto da estrutura do biossensor, tubos de testes, tampas, lacre
e pipeta coletora.
2. “BIOSSENSOR COLORIMETRICO”, caracterizado pelo fato do corpo do
biossensor conter dois compartimentos para encaixe dos tubos testes e area de
visualizacdo das reacdes na parte inferior; a parte superior possui duas areas de encaixe
para os tubos testes e uma area de encaixe para a pipeta coletora, podendo ser fabricado
de qualquer material inerte metélico, de polimero, fibra de vidro, material ceramico,
e/ou qualquer material solido capaz de conter os componentes do biossensor.
3. “BIOSSENSOR COLORIMETRICO”, de acordo com a reivindicacdo 1 e 2,
caracterizado pelo fato de os tubos de testes serem em um nimero de quatro, sendo dois
superiores opacos e dois inferiores transparentes para visualizacdo da revelagdo da
reacao, podendo ser fabricado em qualquer material que nédo interfira nas reacdes finais
do teste.
4, “BIOSSENSOR COLORIMETRICO”, de acordo com a reivindicacdo 1 a 3,
caracterizado pelo fato das tampas serem utilizadas para vedagdo dos tubos testes
superiores, podendo ser fabricado do mesmo material do corpo do biossensor.
5. “BIOSSENSOR COLORIMETRICO”, de acordo com a reivindica¢dao 1 a 4,
caracterizado pelo fato de o par de lacres atuarem como barreira separadora das
solucBes entre os tubos superiores e inferiores e serem rompiveis no momento da
reacao, podendo ser fabricado em qualquer material que nédo interfira nas reacdes finais
do teste.
6. “BIOSSENSOR COLORIMETRICO”, de acordo com a reivindicacdo 1 a 5,
caracterizado pelo fato da pipeta coletora da amostra ser pontiaguda e servir de
instrumento de rompimento do lacre separador entre os tubos superiores e inferiores,
podendo ser fabricado em qualquer material que néo interfira nas reagdes finais do teste.
7. APLICACAO na area da satde, conforme definido nas reivindicaces de 1 a 6,
caracterizado pelo fato de ser aplicado na deteccdo de contaminacdo por agrotoxico

incluindo grupo dos carbamatos e organofosforados
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“BIOSSENSOR COLORIMETRICO PARA TRIAGEM DE CONTAMINACAO POR
CARBAMATOS E ORGANOFOSFORADOS”

Campo de aplicacéo:

[1] O presente pedido de patente de invencdo se aplica a um biossensor
colorimétrico para triagem de pessoas que estejam contaminadas por agrotdxicos dos
grupos quimicos dos carbamatos e organofosforados. O principio do produto se baseia
na reagdo da enzima acetilcolinesterase, reagente de Ellman e acetilcolina na presenga
de amostra de urina.

[2] A avaliacdo dos resultados é referendada numa alteracdo colorimétrica
dos produtos da reacdo, respectivamente, para amostra de urina contaminada por
agrotoxicos (produto incolor) e amostra de urina ndo contaminada (produto de cor
amarelada).

Estado da técnica:

[3] Os agrotoxicos sdo um dos mais importantes fatores de riscos para a
salde humana. Trabalhos cientificos tém relatado preocupacbes de pesquisadores e
instituicbes com as elevadas concentracdes de agrotdxicos em amostras de alimento
analisadas pela ANVISA.

[4] Os organofosforados e carbamatos, a partir da década de 70, passaram a
ser 0s pesticidas mais utilizados no mundo. Desde entdo, tém aumentado drasticamente
0s casos de intoxicacdo por efeitos toxicos pela exposi¢do aguda ou cronica, mesmo em
baixas doses.

[5] Um dos principais desafios para enfrentar a contaminacao por agrotoxico
é compreender mais profundamente sua acao, tanto sobre o0 meio ambiente quanto sobre
a saude humana.

[6] Pesquisas realizadas nos dltimos anos apontaram que trabalhadores da
atividade agropecuaria faleceram em decorréncia de intoxicagcbes ocupacionais por
agrotoxicos. O Relatério Nacional de Vigilancia em Salde de PopulagBes Expostas a
Agrotoxicos registrou a ocorréncia de 12.534 notificacGes para intoxicagdo por
agrotoxicos no Brasil no ano de 2013. A Organizacdo Pan-Americana de Saide (OPAS)
estima que para cada caso registrado de intoxicacdo exdgena por agrotoxico, ocorrem
cerca de cinquenta outros sem notificagdo ou que apresentam notificacdo errada
(OMS/OPAS, 2012).
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[7] Grande numero de intoxicagdo se deve ao uso inadequado de
agrotoxicos, por ndo serem seguidas as recomendacdes dos rétulos e bulas dos produtos,
por ndo utilizarem o0s equipamentos de protecdo individual, por falta de acesso a
informacdo técnicas dos produtos, pelo facil acesso aos produtos mais perigosos e a
falta de capacitacdo para seu uso.

[8]  Além disso, é muito comum o medo do trabalhador em reconhecer em si
sintomas de intoxicagdo. Muitos ndo procuram assisténcia médica quando sofrem os
efeitos da intoxicacdo ou resistem em admitir que os sintomas sofridos possam ter
relacdo com o uso de venenos agricolas. Outros ndo acreditam que os produtos que
manipulam no trabalho possam realmente fazer mal a saude.

[9] Os exames de analise clinicam para deteccdo de contaminacdo em
suspeitos sdo realizados de duas maneiras, a primeira delas por meio de hemograma
completo, com contagem de reticulécitos; e a segunda é fundamentada quando ha o
pedido da dosagem de acetilcolinesterase plasmatica relacionada a suspeita de
intoxicacdo aguda por organofosforados ou carbamatos.

[10] A dificuldade do diagndstico clinico se deve principalmente a existéncia
de multiplas possiveis causas para as doencas provocadas por agrotéxicos, como o
cancer, insuficiéncia renal ou problemas neuroldgicos, por exemplo.

[11] O biossensor é uma ferramenta que proporcionara um pré-diagnéstico em
campo para casos de contaminacdo por agrotdxicos. Esse instrumento e a metodologia
nele empregada poderdo ser utilizados por pesquisadores e outros profissionais na
obtencdo de pré-informacOes pertinentes a contaminacao aguda, em termos qualitativos.
Os dados poderdo ser obtidos com facilidade, pois o biossensor pode ser transportado
para as areas agricolas, onde podera indicar a contaminacdo de cada individuo em
tempo real de exposicao.

Problemas do estado da técnica:

[12] Os trabalhadores rurais que tem contato direto ou indireto com
agrotoxicos, seja no preparo da calda quimica ou na aplicagdo dos pesticidas,
geralmente fazem mal uso do equipamento de protecdo individual (EPI), o que resulta
num alto indice de contaminacdo e efeitos deletérios a saude. Atualmente ndo se tem

conhecimento de métodos para deteccdo, in situ, da contamina¢do do individuo, que
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auxiliem num pré diagnostico e posterior encaminhamento para tratamento médico
hospitalar, e assim prevenindo o efeito da bioacumulacéo.
Vantagens da invencao:

[13] O biossensor foi desenvolvido para viabilizar a detec¢do precoce de
contaminacgdo de agricultores que fazem uso indevido de pesticidas. Por ser portétil e de
facil manuseio possibilita obter informacgdes de um pré diagnostico de contaminacgédo do
trabalhador rural em tempo real de exposicdo e consequentemente a prevencao de
efeitos bioacumulativos.

Breve descricédo das Figuras:
[14] Figura 1: Estutura do biossensor
[15] Figura 2: Mostra as partes do biossensor, sendo:
A) As tampas dos tubos testes;
B) Lacre separador dos testes 1 e 2;
C) Mostra os dois tubos de testes superiores

D) Mostra os dois tubos de testes inferiores

E) Pipeta coletora da amostra

F) Visdo geral do corpo do biossensor

G) Areas de visualizacdo e revelacdo do teste

H) Area de encaixe dos tubos testes (H)

I) Area de encaixe da pipeta coletora
Descricdo detalhada da invencao:

[16] O presente pedido de patente de inveng@o “biossensor colorimétrico” se
baseia na reacdo da enzima acetilcolinesterase, acetilcolina e reagente de Ellman
(DTNB) na presenca de amostra de urina em condig0es de campo e ndo somente em
laboratdrio. Representa uma ferramenta para a triagem de casos de contaminacédo
humana, principalmente na zona rural, onde o contato com 0s agrotoxicos é mais
frequente.

[17] A estrutura do biossensor (Figura 1). Pode ser fabricado de qualquer
material inerte metalico, de polimero, fibra de vidro, material ceramico, e/ou qualquer
material solido capaz de conter os componentes do biossensor;

[18] A visdo geral do biossensor (Figura 2 - item F) mostra que o mesmo foi

projetado para conter todos 0s seus componentes.
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[19] No biossensor contém uma area aberta (Figura 2 - item G) que possibilita
a visualizacdo dos resultados sobre contaminacdo ou nao obtidos pelos testes.

[20] No biossensor contém uma area (Figura 2 - item I) que é destinada para o
encaixe da pipeta coletora.

[21] O biossensor é constituido por varios componentes, a saber:

Um par de tampas de 8 mm e encaixe de 7 mm de para evitar vazamentos das amostras
e reagentes (Figura 2 — item A); um par de lacres rompiveis de 8 mm entre os tubos
superiores e inferiores para separar as solucdes do teste (Figura 2 — item B); dois pares
de tubos para conter as amostras e os reagentes, um par superior (Figura 2 — item C)
com o volume minimo entre 10 pL (microlitros) e méximo de 100 pL e um par inferior
(Figura 2 - item D) com um volume minimo entre 10 pL e maximo 200 uL, ambos sdo
separados pelo lacre descrito anteriormente; uma pipeta coletora de amostra pontiaguda
de 2 cm de comprimento, sendo a sua espessura na parte superior de 3 mm e na parte
pontiaguda de 1 mm (Figura 2 — item E). A capacidade de coleta da pipeta ser& de no
minimo 20 pL e no maximo 40 pL (Figura 3) para realizar a insercdo das amostras e 0
rompimento do lacre.

[22] A montagem do biossensor serd realizada na seguinte ordem: o lacre sera
adicionado sobre o tubo inferior (Figura 2 — itens D e B), e nele a solugdo de
acetilcolina seréa depositada. A juncdo desses dois componentes sera encaixado ao tubo
superior (Figura 2 — item C), que contera a aceticolinestersase e o reagente de Ellman
(DTNB). A tampa (Figura 2 — item A) vai ser acoplada ao tubo superior e terd a funcéo
de vedar o tubo. A pipeta coletora vai recolher a amostra de urina e deposita-la no tubo
superior, fazendo com que a amostra e os reagentes (aceticolinesterase e Ellman) entrem
em contato. Por fim, o lacre ser4 rompido com auxilio da pipeta coletora e havera a
revelacdo da reacdo com a acetilcolina no tubo inferior. A observagdo de contaminagao
sera dada conforme a presenca ou auséncia da cor amarela. Esse detalhe sera observado
a olho nu na érea de visualizacdo e revelagdo do teste devido a transparéncia dos tubos
inferiores, ja citada anteriormente.

[23] Quanto a forma do biossensor, ela pode ser esférica, paralelepipédica,
parabolica, tubular e/ou de qualquer forma que permita a insercdo dos compostos e

amostras e a visualizagdo dos resultados do teste realizado pelo biossensor;
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[24] O desenvolvimento em laboratorio do biosensor colorimétrico envolveu
o0 preparo de solucBes tampéo de acetilcolinesterase, do reagente de Ellman ou DTNB,
constituido de acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoéico e acetilcolina em concentracdes
apropriadas, conforme descrito a seguir:

[25] O tampédo de fosfato de sédio 0,1 M foi preparado pela mistura das
solugcdes A (0,2 M de Na2HPO4) e B (0,2 M de NaH2PO4), e com adi¢do dos
respectivos volumes para obtencdo das solucdes tamponadas pH 7,0 e pH 7,4. Para
preservacdo bioldgica, a solucdo tampdo foi preparada com agua destilada esterilizada e
adicéo de 15% (p/p) de glicose;

[26] Para preparo da solugéo estoque da enzima acetilcolinesterase (AChE),
de concentracdo final 137 Un/mL, uma quantidade suficiente da enzima liofilizada foi
dissolvida em solucédo tampéo de fosfato de sddio (0,02 M) pH 7,0, contendo 1 mg/mL
acetilcolina para estabilizagdo. A solugdo estoque foi armazenada a -200C. Para
construcdo do biossensor, quantidade suficiente da solucdo estoque foi diluida em
solucdo tampdo de fosfato de sdédio pH 7,4, para concentracdo final 12 Un/mL de
AChE;

[27] A solucdo estoque de DTNB de concentracdo 5,0 mg/mL foi preparada
em tampao 0,1M pH 7,4, e usada em concentra¢do diluida (50 pug/mL) para preparo do
biossensor;

[28] Para o substrato de acetilcolina (AChl), uma solucdo estoque de 29
mg/mL foi preparada usada no biossensor em concentracéo diluida (290 pg/mL).

[29] Todas as solugdes estoque foram armazenadas a -200C, diluidas em
condicdes resfriadas para obtencdo das solucdes de trabalho, e transportadas também

sob resfriamento para as analises de campo.
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