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Resumo

O agronegécio no Brasil é responsavel por mais de 20% da economia total do pais, sendo um dos paises que mais exporta carne bovina, estando entre os
seis maiores produtores do mundo, e, consequentemente, existe um aumento da demanda desses produtos de origem animal, por consequéncia 0s
produtores utilizam cada vez mais medicamentos veterinarios com a finalidade de maior produtividade. Logo, séo utilizados cada vez mais antimicrobianos
e antiparasitarios para o tratamento de doengas como a mastite, pneumonia, diarreia e artrite, assim com a utilizagcéo de horménios e promotores de
crescimento.
O uso de antibiéticos no tratamento de infec¢des bacterianas em animais de corte € imprescindivel. Porém o uso dessas drogas acaba ocasionando na
geracgdo de residuos em alimentos que potencialmente véo levar a efeitos téxicos e até mesmo cancerigenos. Segundo a Embrapa em 2021 o Brasil
exportou cerca de 1,6 milhdes de toneladas de carne bovina. A avaliagéo dos indices desses residuos na carne bovina geralmente é realizada através de
LC-MS/MS, que por sua vez é um método confiavel e robusto, porém n&o é um método simples de execucéo e de cara manutengao tornando o valor da
analise caro. Procurando uma alternativa simples e mais barata é possivel pensar na utilizagdo de dispositivos analiticos baseados em papel (WPAD) como
alternativa uma vez que eles comparados a técnicas como a prépria LC-MS/MS se comportam de maneira mais limpa, ou seja, diminuindo a geragao de
residuos da propria analise e também desempenhando um baixo custo de execug&o. Uso de nano materiais como nanoparticulas vem demostrando uma
excelente escolha no uso de sensores cada vez mais especificos e sensiveis. Tendo em vista que ha uma possibilidade de usar o produto da interagéo
Sntre nangplirticulas de ouro e alguns desses antibiéticos encontrados na carne bovina como marcador colorimétrico surge a motivacédo para a realizagédo
esse trabalho.
Assim, o projeto de pesquisa e inovagao aqui proposto aplicara microdispositivos analiticos com base de papel (UPAD) para detecgdo colorimétrica
baseado em nanoparticulas de ouro, rapida e in situ, de baixo custo. uPAD é um sistema baseado no uso de papel de celulose para gerar fluxo por agédo
capilar e surgiram como uma plataforma muito poderosa em aplicaces de biossensores, uma vez que séo de baixo custo, descartaveis, rapidas,
tecnicamente simples, tém alto rendimento e baixo consumo de amostras e reagentes. Esses microdispositivos analiticos permitirdo o desenvolvimento de
ferramentas muito eficientes, sensivel e seletivo para a identificagdo e determinacédo das espécies em estudado (antibidticos) em amostras padréo, para
em seguida aplicar em amostras reais usando como matrizes a carne bovina coletada a partir de rebanhos do Agreste e/ou Zona da Mata alagoana. E
para avaliar as metodologias desenvolvidas, os resultados serdo comparados com outras metodologias, sobretudo as metodologias oficiais.
Os microdispositivos analiticos, com deteccdes colorimétricas das espécies quimicas associadas aos reagentes croméforos, serdo usados para realizar as
identificagBes e determinagdes das espécies em estudo e avaliar a viabilidade do uso do substrato baseado em papel na tentativa de minimizagao de
custos de amostragens. Assim, sera feito o estudo de otimizacéo, de forma univariado, dos aspectos fisicos e quimicos.
Na hipétese de identificagdo e determinacao de alguma das espécies em estudo, apds otimizacdo do microssistema usando reagentes padrées, 0s
microdispositivos serdo aplicados em amostras reais.

Introducdo/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no processo ensino-aprendizagem e o retorno para 0s cursos e para os professores da UFAL em geral)

O agronegdcio no Brasil é responsavel por mais de 20% da economia total do pais, sendo um dos paises que mais exporta carne bovina, estando entre os
seis maiores produtores de leite do mundo e lidera a exportagéo de carne bovina a nivel mundial, seguido pela Australia, India, Argentina e Estados
Unidos. Assim existe um aumento da demanda desses produtos de origem animal, por consequéncia os produtores utilizam cada vez mais medicamentos
veterinarios com a finalidade de maior produtividade. Logo, sé@o utilizados cada vez mais antimicrobianos e antiparasitarios para o tratamento de doencas
como a mastite, pneumonia, diarreia e artrite, assim com a utilizacéo de horménios e promotores de crescimento [18].

O uso de antimicrobianos pode causar danos a salide humana, pois com o consumo de alimentos de origem animal pode conter residuos nos produtos,
podendo acarretando em reag8es alérgicas nos individuos hipersensiveis, ou causar problemas indiretamente através da indugdo de cepas resistentes de
bactérias [19]. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a preocupacao entre a relagdo de residuos de medicamentos veterinarios e
a disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos em espécies de bactérias em animais que possam causar doencas e cada dia mais crescente, pois estes
podem causar doencas e desequilibra a flora intestinal em seres humanos [20].

Os antimicrobianos podem ser divididos em duas categorias distintas: bactericidas e bacteriostaticos. Os bactericidas atuam eliminando os
microorganismos, e entre os principais farmacos deste grupo estéo os beta-lactamicos (como as penicilinas e cefalosporinas) e os aminoglicosideos (tais




como a estreptomicina, neomicina e gentamicina). Por outro lado, os farmacos bacteriostaticos inibem o crescimento bacteriano, sendo exemplificados
pelas tetraciclinas (como a oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina), macrolideos (incluindo a eritromicina) e sulfonamidas (como a sulfametazina). Os
principais antimicrobianos usados em vacas durante a lacta¢&o incluem aminoglicosideos, beta-lactamicos, tetraciclinas, macrolideos, sulfonamidas e
quinolonas. Em vacas, os mais comuns sé&o aminoglicosideos, beta-lactamicos, macrolideos e tetraciclinas [18].

A utilizacéo de antibi6ticos em alimentos pode representar um risco a satude humana, podendo contribuir para o desenvolvimento e disseminacéo de
bactérias resistentes. Os beta-lactamicos, amplamente utilizados na medicina veterinaria, incluindo as penicilinas e cefalosporinas, sdo uma classe comum
de antibiéticos que podem deixar residuos em alimentos como a carne bovina. O uso inadequado desses antibidticos pode levar a altos niveis de residuos,
potencialmente causando reagdes alérgicas e outros danos a satde humana [21].

Em cada pais existem legislacdes estabelecidas para definir limites maximos de residuos e garantir a seguranga alimentar. No entanto, ainda ha
preocupacdes com a presenga de residuos de antibiéticos em alimentos em diferentes regides do mundo. Para enfrentar esse problema, é necessario o
desenvolvimento de métodos sensiveis para detectar residuos de antibiéticos em alimentos, assim como pesquisas que para deteccéo dos residuos de
antibidticos em varias matrizes de alimentos. Esses esforgcos visam garantir a seguranca alimentar e minimizar os riscos para a saude publica associados
ao consumo de alimentos contaminados com residuos de antibiéticos [21].

Com o avancgo das melhorias de condi¢des de vida, atualmente, as pessoas tendem a prestar mais atencao na qualidade dos alimentos, isso inclue os
produtos lacteos e até mesmo as carnes. Portanto, esses tipos de produtos deve atender critérios de qualidade e certificacao [1]. Para tratar a satde dos
animais que sao fontes e produzem esses tipos de alimentos, rotineiramente sdo administrados antibioticos para tratamentos de inflamagées. No entanto,
a passsgem desses agentes microbianos para os produtos derivados desses animais comprometem sua qualidade [1].

O uso excessivo de antibioticos leva a geracéos de residuos que posteriormente, podem ser transferidos para o corpo humano, através do consumo da
carne bovina contaminda, em quantidades que possam representar um risco para a saude dos consumidores [2].

Atualmente pode ser encontrado varios métodos de deteccdo sendo aplicados para as analises de antibioticos. Pode-se citar como exemplo métodos
como: Fluorescéncia [3]; Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LCMS ) [4]; Eletroquimica [1]. E apesar de serem técnicas robustas
e ja bastante consolidadas, exigem um certo nivel de mao-de-obra qualificada para sua execucéo e muitas dessas técnicas também acabam usando uma
significativa quantidade de reagentes padraoes e, consequentemente, gerando uma quantidade de residuo consideravel, tornando elevado o tempo e
custo de anlise.

Desenvolver sistemas que possibilitem a execusdo satisfatoria de andlise e que ao mesmo tempo possa ter um caracter sustentavel € impressindivel
para os dias atuais. A microfluidica se propoe, de maneira geral, dirimir essas questdes com a proposta de incluir todas as etapas que geralmente sao
realizadas no laborat6rio em um Unico dispositivo ou micordispositivo.

Chips microfluidicos baseados em papel (UPCs), também chamados comochips de papel, séo sistemas de andlise laboratorial em miniatura que utilizam
um substrato de papel para substituir os substratos tradicionais de sistemas microfluidicos, como silicio, quartzo, vidro e outros polimeros. Possuindo
canais cosntruidos através de regides hidrofilicas e regides hidrofébicas e assim, consequintemente, a amostra inserida no dispositivo podera migrar
através de um fluxo autodirigido a regides especificas e, consequentemente, a sua deteccao. A versatilidade desses microdispositivo podem também
proporcionar regides de pré-tratamento, separagao e purificacéo [5].

Na literatura séo encontados trabalhos que utilizam a modificagédo do substrato de papel com algumas substancias, afim de conferir ao dispositivo
caracteristicas que possibilitem um melhor desepenho na sua fungéo.

Neste sentido, este projeto de pesquisa se propde a estudar e desenvolver alternativas, em fungdo da microfluidica, que permita a elaboragdo de um
microdispositivo com detecgao colorimetrica baseado em tratamento do papel com nanparticulas de ouro, dentre outros, para que de uma maneira simples
e mais barata torne posssivel a deteccéo e quantificagdo de antibiéticos em carne bovina.

Os antibiéticos sdo amplamente utilizados na produgao pecuéria para diversos fins, como doencas tratamento, prevencdo e para melhorar a eficiéncia
?Ii]mentar. Tetraciclina, b-lactamicos, quinolonas, sulfonamidas, estreptomicina e cloranfenicol sao os antibiéticos mais frequentemente usados em gado
6].

Para seguranca da satde humana, limites maximos de residuos, tipicamente variando de 4 a 1500 pg kg1, sdo definidos por orgdos de controle, como a
ANVISA, FAO e OMS, para diferentes classes de antibiéticos como o residuo que podem permanecer em alimentos de origem animal [6].

Os niveis de residuos dentro dos LMRs nédo tém efeitos adversos a salude, se ingeridos diariamente por seres humanos ao longo da vida, mas o uso de
antimicrobianos na producéo pecuéria e seu papel no desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana representam uma preocupacéo de salude publica [6].
As quinolonas, por exemplo, podem ter um efeito toxico direto ou pode levar ao surgimento de bactérias resistentes a medicamentos, predizendo um risco
potencial para a saide humana. Esses residuos podem produzir reagfes de hipersensibilidade alérgica ou efeitos toxicos [7].

Como visto na maioria das tecnologias atuais, a miniaturizagéo é um fenémeno com algumas propriedades muito valiosas. Computadores que antes
ocupavam uma sala inteira agora sao pequenos objetos de bolso, mais cdbmodos e funcionais. [8].

Em relagdo aos sistemas analiticos, Manz et al., abordam esse fendmeno. Eles apresentaram uma proposta para construir um dispositivo menor que
pudesse realizar varias etapas analiticas, que chamaram de Micro Total Analysis System (UTAS) - também conhecido como Lab-on-Chip (LOC). [9]

A microfluidica é a ciéncia que estuda os sistemas que manipulam quantidades muito pequenas de fluido (10E-8 a 10E-9 litros) usando canais com
dimensdes micrométricas (10E-5 a 10E-4 metros) [10].

A medida que o tamanho dos sistemas analiticos diminui e os dispositivos com o conceito UTAS séo desenvolvidos, é possivel agregar a eles as
vantagens que tornam esses dispositivos tdo atrativos, como minimizar o volume de reagentes e sobretudo da amostra a ser analizada, a geracéo de
residuos também é reduzida, e adicionado a isso temos a possibilidade de portabilidade, e em muitos dos casos reduz o custo final da analise[11][13]. A
ideia de utilizar esses dispositivos tras a possibilidade de uma facilidade de manuseio, materiais simples séo utilizados na sua fabricagdo como pode ser
visto no trabalho de llkhani et al. Eles apresentam um microssistema de andlise totalmente tridimensional (UTAS 3D) para a deteccéo do patégeno mortal
Cryptosporidium [14].

Dado que ela € usada para resolver alguns problemas em diversas areas como medicina, biologia, quimica e engenharia, pode-se perceber o quéo (til é a
microfluidica. Essa versatilidade também permite que esses dispositivos sejam construidos utilizando diferentes materiais como substrato, sejam eles
polimeros como o dimetilpolissiloxano (PDMS)[15], &cido polilatico (PLA) ou acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS), comumente usados em impressao 3D e
o papel também pode ser usado como substrato nesses dispositivos.

Do inglés, microfluidic paper-based analytical devices (UPADs) os dispositivos analiticos baseados em papel tiveram sua primeira apari¢cdo no trabalho de
Martinez et al. onde eles desenvolvem um dispositivo capaz de realizar determinagdes quantitativas de glicose e da proteina albumina em amostras de
urina artificial. Visando aumentar a velocidade de analise, portabilidade (point of care) e reduzir o custo final comparado as técnicas convencionais, eles
optaram por utilizar um dispositivo microfluidico cujo substrato era o papel [16]

Os UPADs utilizam varios materiais baseados em papel como: papel filtro, papel sulfite e até mesmo papel cromatogréafico. Geralmente, esses materiais
séo compostos de celulose pura e por néo possuirem aditivos tornam mais faceis o controle nos ensaios analiticos.

Os papéis cromatograficos e papel filtro possuem uma etapa de branqueamento na sua fabricagao que acaba removendo impurezas do proprio papel .A
estrutura de celulose do substrato do pPAD pode ser funcionalizada servindo como um canal e suporte ideal para o transporte e imobilizacéo de varias
substancias usadas em ensaios analiticos .

Este trabalho entédo apresentara uma métodologia que implementra um dispositivo microfluidico baseado em papel modificado com nanoparticulas de ouro
para a determinag&o colorimetrica de antibiéticos em carnes bovinas.

RESULTADOS ESPERADOS

Este projeto faz parte da interagdo com a pesquisadora Susan M. Lunte (Universidade of Kansas USA), referéncia internacional nessa area, resultado de
realizagao do doutorado sandwich do coordenador deste projeto. Esta interacéo ja permitiu a publicacéo de artigos em revistas de conceito internacional e
apresentacao de trabalhos versando sobre a utilizagao de sistemas microfluidicos para analises de compostos do estresse oxidativo.

Como resultado deste projeto, espera-se desenvolver e aplicar uma metodologia analitica alternativa, eficaz, pratica, de baixo custo e pouca geragdo de
residuos toxicos, para a determinagdo e, consequente monitoramento, de residuos dos antibiéticos em amostra de carne de bovinos do agreste e zona da
mata de Alagoas.

Acredita-se que com o éxito do desenvolvimento e aplicagdo desse microdispositivo, apds devidas validagées, ird ajudar aos pequenos e médios
produtores de carne bovina do nosso Estado no monitoramento constante da provavel contaminacéo e, consequentemente, poder tomar

iniciativas de aumentar o tempo de isolamento do rebanho até que os residuos dos antibiéticos estejam em concentra¢des permitidas por agéncias de
saude e 6rgaos de fiscalizagao antes da comercializagdo desse produto.

E espera-se que os microdispositivos desenvolvidos também possam ser aplicados para a quantificacdo desses analitos em outras matrizes de interesse,
como leite de bovinos e seus os derivados.

Outros impactos seriam ainda: transferéncia de conhecimentos adquiridos ao longo do projeto em outras aplicagcdes no setor e fora dele: novos produtos,
servigos, patentes, e possibilidade de criar uma empresa incubada dentro do programa INCUBAL. Desenvolvimento de novo produto de baixo custo que
podera ser comercializado, além de se obter novas Parcerias com empresas interessadas da area de alimentos, da salde, dentre outras. Ainda ha a
possibilidade de realizagdo de novos projetos/contratos, inclusive no desenvolvimento de novos materiais.

O produto podera ser difundido através da comercializagdo em forma de microdispositivo de analises descartaveis, com base de papel, e/ou PDMS e
resina, e a andlise sera realizada através da confecgéo de uPAD.

Com a concretizagao dessa proposta e apos a sua validagao analitica seguindo as normas estabelecidas na legislagao e regulamentagao nacional e
internacional, buscar-se-a reduzir o custo das anélises de tais farmacos possibilitando um monitoramento perlodlco e constante de antibi6ticos em carne
dos rebanhos bovinos dos pequenos e médios produtores da zona da mata e agreste de Alagoas; buscar-se-a convénios com Prefeituras Municipais e o
Governo do Estado de Alagoas através das Secretarias Municipal e Estadual correspondentes, os quais poderdo contribuir com o financiamento do




trabalho educativo junto aos produtores de carne quanto aos riscos e impactos gerados pela contaminagéo da carne bovina pelos antibiéticos e como
fazer para evitar tais problemas.

Objetivos

Geral
Desenvolver e aplicar um método que utilize um microdispositivo analitico baseado em papel (UPADs) modificado com nanoparticulas de ouro para a
determinac&o de antibiéticos em carne bovina.

Especificos

I. Modificagdo do microdispositivo com nanoparticulas de ouro (AuNPs).

Il. Estudar o comportamento das nanoparticulas no papel.

IIl. Avaliar a adequacgédo dos pPADs em proposta qualitativa para detecgdo de antibiéticos de forma experimental.

IV. Estudar as condi¢6es de aplicacdo da amostra nos pPADs. Envolvendo parametros como: volume dos reagentes, pH; e sistema de cor, canais de cor e
concentragdo AuNPs.

V. Avaliar figuras de mérito do método de quantificacéo dos antibiéticos em PPAD a partir dos parametros: linearidade, limite de deteccéo e limite de
quantificagéo.

VI. Realizar estudos de extracdo, do tipo QUEChERS, dos antibiéticos da amostra de carne bovina in

natura para analise.

VII. Empregar o sistema proposto em amostras de carne bovina para determinagéo e

monitoramento de residuos dos antibiéticos utilizados no tratamento de infeccdes de rebanho bovino.

Metodologia

Metodologia

Para o desenvonvimento de um método de detecgdo e quantificagdo de antibiéticos em carnes bovinas séo necessarias algumas etapas:

Extragdo dos antibiéticos: Sera realizada especificamente para cada uma das moléculas de antibiéticos estudada e de acordo com a métodologias
proposta por Banan [17]; e sera desenvolvida e aplicada também a extracéo do tipo QUEChERS, pois vem sendo considerada uma promissora
metodologia na extragdo de diversos compostos em matrizes alimenticias. E para validar este método de extragdo sera com posterior analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo de arranjo de diodos, para a determinagdo dos antibiéticos.

Escolha do layout do dispositivo: Nessa etapa, sao estudados alguns modelos de dispositivos que melhor se adequem a proposta. O desenho vai
depender do contetdo da amostra, analisando se vai ser necessario canais de separagao, pré-concentracéo ou até mesmo um reservatorio simples de
reacao.

Sistema de deteccdo: selecionado 0 mecanismo de detecgdo como colorimétrico, € preciso escolher os reagentes que promover&o o produto com cor
especifica gue servira para indentificar o analito, como as proprias nanopartlculas de ouro (AuNPs). Durante essa etapa também sera estudada a
modificagdo do substrato de papel do dispositivo com as AuNPs. Entendendo que é um sistema com deteccao colorimetrica , passard por uma avaliagdo
para elucidar qual sistema de cor é mais satisfatério, CYMK ou RGB.

Desenvolvimento de mecanismo de captura das imagens: nesta etapa ira se estudar a melhor forma de adquirir as imagens do dispositivo, seja ela por
meio de scanner ou através da confeccdo de um sistema de captura adequado acoplado com a camera de um smartphone.

Validagdo do sistema: através de experimentos de bancada com regentes de grau analitico sera serdo realizados para averiguar a eficiéncia do método,
simulando uma analise com o dispositivo previamente preparado. Estudos com interferentes, influéncia do pH do meio no dispositivo, curva padréo de
calibracdo também seéro realizados.

Implementacéo do método: o dispositivo desenvolvido neste projeto sera submetido a analises com amostras reais de carnes bovinas e seus resultados
serdo estudados. O dispositivo sera submetido a modificagbes, se necessario, e posteriormente reavaliado.

Apbs a plena otimizagdo do sistema proposto, serdo feitas as coletas das amostras de carne bovina através de pequenos e médios produtores na
regido do agreste e zona da mata do Estado de Alagoas.

A eficacia do método serd comprovada através de dois testes:

a) Comparagao dos resultados obtidos nas anélises das amostras reais com o procedimento proposto e os revelados através de métodos oficiais;

b) Teste de recuperagédo de padréo;

Por fim, elaborar relatérios parciais e final para fins de validagédo do procedimento proposto e publicar os resultados alcangados nesse projeto em jornais
especializados em &mbito nacional e/ou internacional.
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Avaliacdes do Projeto

Situacdo/Parecer

Data da Avaliacao Média

AVALIACAO REALIZADA

O tema proposto é relevante para 0 avango do conhecimento cientifico e de
importancia socioeconémica.

O manuscrito precisa passar por corre¢des de escrita e continuidade para se
adequar aos parametros de aprovacéo de coeréncia e coesao. Sugiro
intervencdes em relagdo aos seguintes aspectos: Colocar nome das siglas
quando introduzida primeiramente; remover redundancias na escrita e na
exposicao de conteldo; corrigir erros gramaticais; e adicionar as referéncias em
periodos contendo informagdes relevantes, de estudos anteriores, que
fundamentam o trabalho. O principal objetivo do trabalho ta sendo apresentado
vezes na introducdo. Basta expor ele no final da mesma.

Portanto, fazendo as corre¢des necessarias, no geral, o projeto possui objetivos
bem definidos e embasados cientificamente. A estratégia experimental
apresentada é adequada para alcangar os objetivos propostos no cronograma
delineado. E os possiveis resultados tém relevante impacto na sociedade, visto
que, atualmente, ha uma grande preocupagdo com a sele¢do de bactérias
patogénicas multirresistentes a antibiéticos devido ao uso indiscriminado destes
farmacos.
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